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II

OZET
ERITROSITLERDE SiSTEiN TRANSPORTUNA AZASERIN’iN ETKiSi

Bu caligmanin amaci, insan eritrositlerinde sistein giris ve cikis1 iizerine
azaserinin etkisinin arastirllmasidir. Azaserin, gii¢lii bir kanserojendir ve ozellikle
pankreasta tiimor olusumuna neden olmaktadir. Glutamin kullanan enzimleri inhibe
ettigi ve boylece hiicrelerde de nova piirin sentezini karistigr bilinmektedir. Azaserin
hiicrelerin DNA’sinda hasara neden olmakta olup, bu etkisi ¢ogunlukla tiimor
olusumuna katilic1 6zeligi olarak kabul edilmektedir. Azaserin bazi1 dokularda tiimor
meydana getirirken bazi dokularda tiimor meydana getirmez ancak bu dokularda tiimor
meydana getirmesinde bagka faktorlerde rol oynayabilir.

Azaserin yapisal olarak glutamine benzer ve bu nedenle enzim aktiviteleri ve
maddelerin membran transportu dahil bir¢cok biyolojik olayda rol alir. Glutamin ve
sistein benzer bir transport paylasim mekanizmasi gosterir. Buna nedenle; bir glutamin
analogu olan azaserin, hiicre membranindan sistein transportunu etkileyebilir veya tam
aksine sistein varhigi hiicrelerden azsarinin girisini ya da ¢ikisim etkileyebilir. Bu
calismada eritrositler, azaserin ve sisteinin farkli konsantrasyonlariyla muamele edilerek
daha sonra zardan sistein giris ve c¢ikisi Olgiildii. Calismalarimiz, azaserinin eritrosit
membranlarinin ¢ift yonlii sistein transportu iizerinde bir etkiye sahip oldugunu
gostermistir. Azaserin varliginda ve yoklugunda (1.9 £ 0.14 umol/ml/eritrosit) hiicrelere
sistein girisi karsilastirildiginda 2 mM (2.4 £ 0.07 pmol/ml/eritrosit) azaserin varliginda
kiigiik bir miktarda sistein girisinin oldugu tespit edilmistir. Glutaminin sistein
transportu {izerine olan etkisi de benzer olarak degerlendirilmistir. Eritrositlerden sistein
cikisinda azaserin daha etkili olup, bu artis azaserinin 0.5 mM konsantirasyonuyla
baslamakta ve konsantrasyona baglh olarak artis gostermektedir. Eritrositlerden sistein
cikis orant 2 mM azaserin varlifinda 0.71 £ 0.05 pmol/ ml/ eritrosit iken azaserin
yoklugunda 0.51 £ 0.01 pmol/ ml/ eritrosit dir. Elde edilen bulgular azaserinin,
azaserin/sistein  degisimi mekanizmalar1 araciligiyla eritrositlere  girebildigini
gostermekte olup, glutamin azaserinle yapisal olarak benzerlik gosterse de sistein girisi
tizerinde herhangi bir etki meydana getirmedigi tespit edilmistir. Bununla birlikte 2 mM
glutamin eritrositlerden sistein ¢ikisin1 6nemli derecede artirmistir.

Bulgular kanserojen bir madde olan azaserinin eritrosit membranlarinda sistein
degisim makanizmalarim etkiledigini gostermekte olup, azaserinin meydana getirdigi
DNA hasar ve enzim faaliyetleri tizerindeki etkilerine ek olarak azaserinin tanimlanan
bu mekanizmalar ile kanser olusumuna neden olabilecegi ileri siiriilebilir. Azaserin
sistein de@isim mekanizmalariyla hiicrelere girisi artirirken sistein - varligim
sinirlayabilir. Buda azaserinin dokularda birikmesinde ve tiimor olusumunda etkin
olabilir.

2007, 59 Sayta

Anahtar kelimeler: Azaserin, Karsinogeneti, Sistein transportu



III

ABSTRACT

THE EFFECTS OF AZASERINE ON CYSTEINE TRANSPORT IN
ERYTHROCYTES

The objective of the present study was to investigate the effect of azaserine on
cysteine influx and efflux in human erythrocytes. Azaserine is a potent carcinogen and it
induces tumors especially in pancreas. Azaserine is known to inhibit glutamine utilizing
enzymes and thus interfere with the de nova purine synthesis in cells. It also induces
DNA damages. These effect of azaserine is readily accepted as contributors to its
carcinogenity. However, subsequent induction of tumors by azaserine only in specific
tissues and unresponsiveness of other tissues to azaserine suggest that other factors may
also play a role in azaserine induced carcinogenesis. Azaserine structurally resembles
glutamine and thus interferes with a variety biological processes including enzymatic
activities and transmembrane transport of solutes. Glutamine and cyisteine have been
shown to share similar transport mechanisms. In this respect azaserine, being a
glutamine analog, may effect the cysteine transport acros the cell membrane or
conversely cysteine availability may effect the uptake or release of azaserine. In the
present study human erythrocytes were treated with different concentrations of
azaserine and cysteine and then the influx and efflux of cysteine were measured. The
effect of glutamine on cysteine transport was also measured in a similar way. Our
results indicate that azaserine has an effect on bi-directional transport of cysteine
through the erythrocyte membranes. A slight induction of cysteine influx was observed
in the presence of 2 mM of azaserine (2.4 + 0.07 umol/ml/erythrocyte) compared to the
absence of azaserine (1.9 = 0.14 pmol/ml/erythrocyte). However, the effect of azaserine
on cysteine efflux from erythrocytes was more pronounced and started at 0.5 mM of
azaserine and then increased in a concentration dependent manner. In the presence of 2
mM of azaserine the cysteine efflux rate was 0.71 = 0.05 umol/ml/erythrocyte and in
the absence of azaserine the efflux rate was 0.51 * 0.01 umol/ml/erythrocyte. This
result suggest; that azaserine may enter in to erytrocytes by an azaserine /cysteine
exchange mechanism. Glutamin did not show any effect on cysteine influx. However, 2
mM of glutamine also significantly increased the cysteine efflux from erythrocytes. Our
result suggest that carcinogenic compound azaserine effects the flux of cysteine through
erythrocyte membranes. We suggest that in addition to its effect on induction of DNA
damages and enzymatic activities azaserine may contribute to its carcinogenity by
effective cystein transport Azaserine may limit the cysteine availability as it gains into
the cells in exchange with cysteine. This may also represent a mechanism by which
azaserine is accumulated in tissues in which it causes carcinogenesis.

2007, 59 Pages

Key words: Azaserine, Carcinogenity, Cysteine transport
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1. GIRiS

Sistein, hiicre i¢inde metiyonin ve serin amino asitlerinden sentezlenen esansiyel
olmayan bir amino asittir (Kalra ve ark.,1981). Diger bir hiicre i¢i sistein kaynagida
sistin olup, hiicre dist alandan alinan sistin, hiicrede iki molekiil sisteine indirgenir
(Mcbean ve Flynn., 2001). Hiicreler tarafindan elde edilen sistein, proteinlerin biosentez
onciilii olarak kullanilmakta olup, bu yiizden hiicreler tarafindan ihtiya¢ duyulmaktadir.
Sistein sadece protein sentezine katilmakla kalmaz ayni1 zamanda hiicreler i¢in 6nemli
bir tripeptid olan glutatyon (GSH) sentezine de katilir (Griffith, 1999). GSH doku ve
hiicreleri serbest radikallerin zararli etkilerinden koruyan antioksidant olarak goérev
yapar (Sies, 1999). Ayrica ¢esitli ksenobiotiklerin hiicresel detoksifikasyonunda da rol
oynar. Bu reaksiyonlar ¢ogunlukla glutatyon S-transferaz enzimi tarafindan katalizlenen
konjugasyon reaksiyonlarini icerir (Eckert ve Eyer., 1986). Bu reaksiyonlarda, sistein
reaktif bir siilfit grubu saglayicis1 ve GSH’1n fonksiyonel grubu olarak davranir. Sistein
GSH sentezine katilmakla kalmaz aym zamanda N-Asetil-L-sistein olarak
kullanildiginda serbest radikallere karg1 antioksidan olarak islev goriir (Vries ve Flora.,
1993). Sistein, genel olarak hiicre i¢i ve hiicre dis1 redoks durumun biitiinliigiiniin
saglanmasi amaciyla gorev yapar. Bu etkilerine ilaveten sisteinin kanser olusumunda rol
oynadigi tespit edilmistir. Plazma sistein konsantrasyonun meme kanseri olusumuyla
ters iligkili oldugu gosterilmistir (Zhang ve ark., 2003). Bu nedenle sistein varlig1 kanser
gelisiminde rol oynayabilir.

Azaserin (O-diazoasetil-L-serin) toksik ve kanserojenik bir bilesik olup, ilk defa
Streptomyces mantar kiiltiirlerinden izole edilmistir (Bartz ve ark., 1954). Baslangicta
azaserin antibiyotik ve antineoplastik madde olarak kullanilmistir (Coffey ve ark., 1954;
Stock ve ark., 1954 ). Daha sonra azaserinin giiclii bir tiimor meydana getirici madde
oldugu kesfedilmistir. Siganlara 12 ve 18 ay boyunca haftada bir doz azaserin enjekte
edildiginde sicanlarin pankreaslarinda azaserinin tiimor olusturdugu tespit edilmistir
(Longnecker ve Curpey., 1975). Yapilan ¢aligmalar sonucunda; azaserinin pankreastan
baska dokularda da kanser olusumuna neden oldugu ancak diger dokulara nazaran
pankreasin ekzokrin kisminda bu etkisinin daha yiiksek oldugu sonucuna varilmistir
(Lilja ve ark., 1977). Bir glutamin analogu olan azaserin substrat olarak glutamini

kullanan bir¢cok enzimin aktivitesini etkiler. Glutamin genel olarak de nova purin



sentezinde kullanilir. Bu metabolik yolda, azaserin aminotransferaz enziminin aktif
bolgesindeki peptid-SH grubuyla reaksiyona girer ve glutaminden azot transferini geri
doniisiimsiiz olarak inhibe eder (Smith ve ark., 1983). Enzim aktivitesi tizerindeki
etkisinden baska, azaserinin DNA’da hasar meydana getirdigi de tespit edilmistir (Lilja
ve ark., 1977). Insan hiicrelerinde iki farkli sekilde lethal DNA hasarina sebep oldugu
ileri siiriilmiistiir. Bunlar karboksimetile edilmis baz ve Og metilguanindir (O’driscool
ve ark., 1999). Azaserinin tanimlanan bu etkileri daha c¢ok tiimor olusumuna
katilmasinda onemli olarak kabul edilebilir. Bununla birlikte azaserinin neden oldugu
timor gelisiminde diger bircok faktor katkida bulunabilmektedir. Azaserin, dokularda
kanser meydana getirmez. Azaserin daha c¢ok pankreasin ekzokrin kisminda tiimor
olusumuna neden olur.

Azaserin bazi amino asitlerin hiicre zarindan taginimina karistigi bilinmekte
olup, y-glutamil transpeptidaz implante edilen eritrositlere azaserin uygulanmasi sonucu
glutamin ve alanin alinimda inhibisyon etkisi meydana getirmistir (Kalra ve ark., 1981).
Azaserin daha c¢ok hiicrelere glutamin girisinde inhbisyon etkisi gosterdigi
varsayllmaktadir (Low ve ark., 1991). Bu nedenle azaserinin madde transportu iizerine
kanser yapici etkisinin neden olabilecegi diisiiniilebilir. Azaserinin hiicre zarindan
madde taginimimi etkiledigine dair bulgular mevcuttur. Azaserin, piirinlerin —SH
guruplant ile reaksiyona girerek enzimleri geri doniisiimsiiz olarak inaktif hale
getirmektedir. Siilfidril reaktif bilesik NEM (N-ethylmalemide) membranin —SH
guruplanyla tepkimeye girmekte ve hiicrelerin transport Ozelliklerini etkilemektedir
(Dawson ve Widdas., 1963; Levy ve Liyne., 1984; Escobales ve Figueroa., 1991). Bu
nedenle membrandaki hassas proteinlere kovalent olarak baglanabilirse azaserin hiicre
membranin transport 6zeligini degistirebilir. Ayrica azaserin yapisal olarak glutamin
amino asitine benzerlik gosterir; diger amino asitlerle ayni transport yolunu paylasabilir
veya belirli amino asitlerin hiicrelerden giris ya da cikisini inhibe edebilir. Bu yiizden
azaserin belirli amino asitlerin hiicre i¢i varligini sinirlayabilir.

Bu ¢alismada, insan eritrositleri bir model sistem olarak kullanarak azaserinin
sistein transportu iizerine olan muhtemel etkisini arastirdik. Bulgular, azaserinin 6nemli
derecede sisteinin transmembran transportuna karistigin1 gostermekte olup, azaserinin
bu etkisinin iki farkli mekanizma ile tiimor olusumuna katilabilecegini diistinmekteyiz.

Azaserin, hiicrelerden sistein ¢ikisini uyararak hiicre i¢i sistein varligim siirlayabilir,



veya; azaserin sistein degisim mekanizmalar araciligiyla hiicrelere girererek hiicrelerde
birikir, ve hiicrelerde biriken azaserin hiicrede hasara neden olarak tiimor gelisimine

neden olabilir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Ohtsuka ve ark., 1988°de eritrositlerde sistin transportunu arastirmislar olup,
eritrositlerin olusum safhasindan sonra niikleuslarin1 ve bir¢ok sitoplazmik enzimlerini
kaybetiklerini, bu yiizden protein sentezi yapamadiklarini, ancak, hiicrelere taginan
aminoasitlerin glutatyon (GSH) sentezi i¢in gerekli oldugunu ileri siirmiislerdir.

Murray ve ark., 1996’da eritrositlerin membran ile cevrili sitoplazma
kisimlarinda % 33 oraninda ¢oziinmiis hemoglobin bulundugunu ve oksijen tastyici bir
molekiill olan hemoglobinin eritrositlerin asidik boyanmasina neden oldugunu
saptamislardir.

Junqueiwra ve ark., 1998 yilinda eritrositlerin basit bir metabolizmaya sahip
olduklarini ve gerekli enerji kaynaklarinin glikoz oldugunu, glikozun % 90’n1 anaerobik
olarak laktata doniistiirdiiklerini ve geri kalan % 10’luk kismi ise heksoz monofosfat
yoluyla aerobik olarak kullandiklarini belirtmislerdir.

Armutcu ve ark., 2004’de alkol bagimlisi insanlarin eritrositlerinde yaptiklari
caligmada insan eritrositlerinin ¢oklu doymamis yag asitleri bakimindan zengin
oldugunu, molekiiler oksijen ve Fe** iyonlari nedeniyle lipoperoksidatif hasara 6zellikle
yatkin olduklarin1 gostermislerdir.

Lunn ve ark. 1979°da yaptiklart calismada eritrositlerin, redoks tepkimeler
sonucu meydana gelen siiperoksit radikalinin ve ilaglarin toksik etkilerinin
uzaklastirrlmasinda rol oynayan glutatyonu (GSH) yiiksek miktarda igerdiklerini
belirtmislerdir. Glutatyon (GSH), eritrositlerin ortalama + 120 giin olan yasamlarini
sirdiirmeleri ve kendilerini toksik maddelerden koruyabilmeleri icgin gerekli
vazgecilmez bir antioksidant molekiil olup, daha ¢ok memeli hiicrelerinde diisiik
molekiil agirlikli tiyol grubu iceren bir tripeptid olarak bulunur.

Griffith 1999 yilinda diisiik molekiil agirligina sahip GSH’1n hiicreleri oksidatif
stres ajanlarina ve reaktif elektrofillere kars1 koruyan énemli bir antioksidan oldugunu
ileri siirmiistiir.

Sistein ve sistein tiirevleri aktif sitotoksik T hiicreleri ve T hiicre klonlarinin bazi
dongiilerinde DNA sentezini sitiimiile ettigi ve boylece T hiicreleri araciligiyla immun

tepkimelerde etkinlik kazandigi bilinmektedir. Zhang ve ark., 2003 yilinda meme



kanserli hastalarla yaptiklar1 bir calismada, sistein ve sistein tiirevlerinin meme
kanserinde koruyucu bir etkiye sahip oldugunu, yiiksek plazma sistein konsantrasyonun
meme kanseri riskindeki bir azalmayla yakindan iliskili oldugunu ve bir sistein tiirevi
olan N-asetilsisteinin antikarsinojenik ve antigenotoksik oOzellik gosterdigini ve bu
nedenle karsinogenez yolunun cesitli basamaklarinda etkin rol oynayabilecegini ileri
siirmiislerdir.

Robbins ve Kumar, 1987 yilinda bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilan
ilaglarin metabolizmast sonucu aciga ¢ikan radikallerin, karbonhidrat, protein ve
niikleik asit gibi anahtar molekiillerle tepkimeye girdigi ve hiicrelerde hasar olusumuna
neden oldugunu belirtilmislerdir. Kalra ve ark., 1981°de insan eritrositlerini y-glutamil
transpeptidaz enzimi ile muamele ederek yaptiklar1 calismada, azaserin ve serin borat
gibi inhibitér ajanlarin insan eritrositlerinin membraninda bulunan bu enzimi inhibe
etigini ve azaserinin alanin ve gulutamin gibi amino asitlerin zardan transportunu
engelledigini tespit etmislerdir. Hruban ve ark., 1965 yilinda azaserin kullanarak
yaptiklar ¢alismada, tiimor olusumunun 6nlenmesi i¢in uzun siire kullanilan azaserinin,
viicutta ikincil bir etki meydana getirdigini ve pankreas kanserine neden oldugunu
saptamiglardir. Longnecker ve Curpey, (1975) yilinda azaserin-sican modelini
gelistirerek bu kimyasalin, sicanlarin pankreaslarinin ekzokrin bolgesinde neoplastik

degisimlere neden oldugunu ortaya koymuslardir.

2.1. Azaserin

Azaserin (o-diazoasetil-L-serin) Streptomyces spp mantar kiiltiirlerinden izole
edilen anti-metabolik 6zellige sahip bir madde olup Ames Salmonella thyphimurium
testinde mutajenik etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Longnecker, 1984). Antibiyotik
olarak izole edilen bu madde, pek ¢ok tiimor ve mikroorganizmalar1 inhibe edici etkiye
sahip mikotik bir toksindir. Azaserin bilinen iki mekanizmayla hiicre 6liimiine neden
olur.

a) Niikleik asit biyosentezi inhibisyonu

b) Amino asit biyosentezi inhibisyonu



Azaserinin inhibisyon etkisi organizmalar arasinda farklilik gosterir. Niikleik
asit sentezi daha ¢ok zarar goren sentez asamalarindandir. Azaserin, glutamin analogu
olup, de nova piirin sentezini inhibe eder (Gots ve Gollub., 1956). Lilja ve ark., 1977
tarafindan belirtildigine gore, azaserinin de nova piirin biosentezini inhibe ederek
hiicrelerin niikleotid miktarmin azalmasimma ve buna bagli olarak DNA onarim
mekanizmalarinin gerilemesine sebep olmaktadir (Lilja ve ark., 1977). Azaserin, toksik
etkisi nedeniyle glutamin aminotransferazlarin farkli gruplarinin inhibisyonuna neden
olur (Lyons ve ark., 1990). Azaserin hiicrelerin DNA’sinda hasar meydana getirir.
Gozlenen hasar tipleri piirin ve piirimidin bazlarinin alkilasyonu olup, alkillenen bazlar
enzimatik olarak endoniikleaz veya glikozidaz enzimleri aracilifiyla ortamdan
uzaklastirilir (Lilja ve ark., 1977). Longnecker ve Curphey (1975) tarafindan gelistirilen
azaserin-sican modeli kullanilarak yapilan son yillardaki g¢alismalarda azaserinin
meydana getirdigi foci ya da pankreas asinar hiicre nodiilleri tespit edilmistir (Oztas,
1993). Azaserin, asidofilik ve bazofilik olarak adlandirilan iki farkl tip foci meydana
getirmektedir (Roebuck, 1986). Azaserin yapisal olarak glutamine benzer olup,
glutamin gerektiren sentez reaksiyonlarinda glutamin ile yarigsarak bu reaksiyonlar geri
dontigiimsiiz olarak inhibe eder. Azaserin ve glutaminin yapisal olarak benzerligi
Sekil.1.1°deki gibidir. Enzimlerin aktif kisimlarindaki elektronca zengin bolgelere ve
glutamine kovalent olarak baglanmakta olup, bu enzimlerin aktivitelerini geri
doniisiimsiiz olarak inhibe eder. Azaserin varliginda niikleotid ara iiriinlerinin biriktigi
tespit edilmis olup, azaserin hiicre ylizeyinde bulunan bir enzim olan y-glutamil
transpeptidaz (GGT) enzimini bloke eder. Baslangicta azaserinin di azo grubu enzimin
tiol grubuna kovalent olarak baglanir ve bir inhibisyon etkisi meydana getirir. Hartman
ve ark., (1956) tarafindan belirtildigine gore, azaserinin piirin Onciilii olan glutaminden,
azot transferini engelleyerek piirin sentezini bloke ettigi ileri siiriilmiistiir (Aaronson,
1959). Glutamin, arginin ve glutamik asit gibi amino asitlerin azaserinin inhibe edici
etkisini engelledigi ve azaserinin inhibisyon etkisinin engellenmesinde argininin
gulutamik asitten daha etkili oldugu, bu etkinin yaklasik olarak glutamine es degerde
oldugu tespit edilmistir (Aaronson, 1959). Azaserinin, insanlarda saglik acgisindan
zararli yan etkiler meydana getirmesi bu ilacin kemoterapik bir ajan olarak
kullanilmasim giiclestirmistir. Insan ve farelerin damar icine (intraventz) azaserin

enjekte edilerek yapilan c¢alismada bu kimyasalin insan ve fare dokularindan



uzaklastirilmasi karsilastirilmistir. Enjeksiyondan sonra yapilan analizler sonucunda her
iki dokuda da azaserinin uzaklastirilmasinda onemli derecede farklilik goriilmiistiir.
Insan ve fare kanlarinin analizlerinde bu ilacin fare dokularindan insan dokularina
nazaran daha hizli uzaklastinlldig: tespit edilmistir (Henderson ve ark., 1957). Azaserin
enjeksiyonundan sonra ilacin hiicrelerle dogrudan temasinin sadece 8-10 dakika
icerisinde gerceklestigi ve yaklasik 12 dakika icerisinde de nova piirin sentezini bloke
ettigi ve bunun geri doniisiimsiiz bir reaksiyon oldugu belirtilmistir (Henderson ve ark.,
1957).

Sicanlarda (Wistar/Lewis) yapilan bir calismada azaserinin bu hayvanlarin
karaciger bobrek ve pankreaslarinda kansere neden oldugu tespit edilmistir (Lilja ve
ark., 1977). Azaserin enjekte edildikten kisa bir siire sonra Oldiiriilen hayvanlarin
pankreas DNA’lan incelendiginde azaserinin DNA’y1 alkillestirdigi ve mutasyona
sebep oldugu gozlenmistir. Alkalin siikroz gradyent teknikleri kullanilarak yapilan
caligmalarda azaserinin DNA’da guanin bazimin 7. azotu (N7) ile 6. oksijen (Og)
atomunda alkillasyon meydana getirdigi saptanmis olup, guanin bazinin N; pozisyonu
kanser olusumunda daha fazla potansiyel onem tasidigi belirtilmistir (Lilja ve ark.,
1977).

Longnecker ve Curphey (1975) tarafindan, azaserin ile muamele edilen sican
dokulart incelendiginde, bobreklerde karacigerden ve pankreasta ise bobreklerdekinden
daha fazla tiimor meydana getirdigi belirtilmistir (Lilja ve ark., 1977). Bu ii¢ dokuda
tiimor olusumundaki farkliligin DNA onarimindaki farkliliktan ya da replike olan hiicre
kisimlarindaki fonksiyon farkindan dolay1 olabilecegi tahmin edilmektedir. Smg/kg
azaserinle alt1 ay siiresince haftada bir ya da iki defa muamele edilen hayvanlar bir veya
iki yasinda oldiiriildiigiinde pankreasda % 43 bobreklerde % 27 ve karacigerde % 5
timor meydana geldigi gozlenmistir (Lilja ve ark., 1977). Azaserin ile pankreasin
ekzokrin kisminda meydana gelen neoplastik yapilarin farkli histolojik 6zellikler
gosterdikleri ve ¢ogunlugunun karacigere, lenf nodiillerine ve akcigerlere yayildiklar
(metastaz) saptanmistir (Longnecker ve ark., 1981). Aym dozda azaserinin, erkek
siganlarda disi sicanlara oranla daha fazla timor olusturabilecegi ileri siiriilmiistiir. Ayni
dozda azaserin enjekte edilen erkek ve disi sicanlarda pankreas kanseri olusumunda

disilere nazaran erkeklerde yiiksek bir artis gbzlenmistir (Lhoste ve ark., 1987).
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Sekil 1.1. L-glutamin ve L-azaserin’in kimyasal yapis1 (Aaronson, 1959).



2.2. L-Sistein ve Hiicresel Onemi

L-sistein serbest —SH iceren énemli bir amino asitdir. Hiicrelerde protein sentezi
icin gerekli olmakla birlikte, 6nemli bir tripeptid olan glutatyon (GSH)un sentez
hizinin belirlenmesinde gorev alir. Glutatyonun fonksiyonel —SH grubu bu amino asitin
varligindan kaynaklanmaktadir (Yildiz ve ark., 2005). Sistein’deki siilfidril grubu,
metiyoninin homosistein kismindan, karbon iskeleti ise serinden gelmektedir. Bu iki
amino asit sistatiyonin -sentetaz enzimi araciligiyla birlestirilerek sistein amino asitini
meydana getirmektedir (Conway ve ark., 2000). Vitamin Bg B, ve folat sistein
sentezini diizenleyici bir¢ok reaksiyonda yer alir. Homosistein ve metiyonin birbirlerine
dontisimii ¢ok hizli gergeklesir. Hiicrede metiyonin arttigi zaman, homosistein
sistatiyonin vasitasiyla sisteine katalizlenir. Bu islem pyrodoksal 5 -fosfata bagl iki
enzim, sistatiyonin B-sentaz ve y-sentataz enzimleri araciligiyla gerceklestirilir (Zhang
ve ark., 2003).

Sistein ezimlerin aktif merkezinde rol alan bir amino asit olup, sisteinin —SH
grubu o6zellikle enzimatik reaksiyonlarda rol oynar. Belirli kosullarda hidrojen kiikiirten
ayrilir ve kiikiirt negatif yiik kazanir. Eksi yiiklii kiikiirt niikleofilik 6zellige sahip olup,
enzimlerin aktif merkezinde rol oynamaktadir (Goziikara, 2001). Aktif merkezinde
sistein bulunan enzimlerde sistein parakloromerkuribenzoik asit (PKMBA) kullanilarak
tayin edilir. Sisteinin —SH grubu PKMBA’min olusturdugu bilesige merkaptit
kompleksi adi verilir. Bu kompleksin 255 nm dalga boyundaki absorbansi bir tepe
degeri verir. Absorbanslar arasindaki farkin hesaplanmasi sonucu enzimin aktif
merkezinde yer alan sisteinin sayis1 belirlenir (Goziikara, 2001). Sistein besinlerle
alman esansiyel olmayan bir amino asitdir (Conway ve Chappel., 2000). Hiicresel
ortamda metiyonin amino asiti mevcut oldugu siirece sistein metiyoninden
sentezlenecegi icin sistein essansiyel bir amino asit olarak kabul edilmemektedir.
Sistein’in kimyasal yapis1 ve hiicre i¢i sentezi Sekil.1.2’deki gibidir.

Sistein, biitiin hiicrelerin sitozoliinde GSH sentezine katilan bir amino asit olup,
(Lu ve ark., 1996) olgunlasmis insan eritrositleri sitoplazmik organellerini ve bircok
enzimlerini kaybettikleri i¢in protein sentezi yapamazlar. Ancak, bu hiicreler cesitli
kimyasallarin elimine edilmesinde rol alan glutatyonu (GSH) yiiksek miktarda ihtiva

ederler (Luun ve ark., 1979).
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Bu nedenle hiicre igerisine alinan sistein, oksidatif stres ve cesitli toksik ajanlara
karsi hiicreleri koruyan glutatyonun sentez hizim diizenler ve hiicre ici
konsantrasyonunun dengede tutulmasinda rol oynar (Bender, ve ark., 2000). Ayrica,
hiicre i¢i antioksidant olarak karsinojenlerin detoksifiye edilmesinde de islev goriir.
Sistein ve sistein tiirevleri fizyolojik sartlar altinda reaktif oksijen tiirleri tarafindan
olusturulan transkripsiyon faktorii niiklear faktor NF-Kg ve interlokin—2 reseptor o
zincir, timor nekroz faktér TNF-a, MHC dahil bir¢ok niiklear faktdr Ky baglh genlerin
ekspirasyonunu inhibe eder. Daha ¢ok aktif sitotoksik T hiicreleri ve T hiicre klonlarinin
DNA sentezini sitiimiile eder. Boylece, T hiicreleri araciligiyla immun tepkimelerde
diizenleyici rol oynar (Zhang ve ark., 2003).

Yapilan calismalar, oksidasyonun biiyiik molekiillerde geri doniisiimsiiz hasar
meydana getirdigini ve uyar1 mekanizmalarinda hasar olusumuna neden oldugunu
gostermektedir (Jones ve ark., 2002). Daha c¢ok sistein tiyollerini hedef alan
oksidasyonun, enzimlerin, reseptorlerin (almag), iyon kanalarinin, tasiyicilar ve
transkripsiyon faktorlerinin fonksiyonlari i¢in tehdit olusturdugu tespit edilmistir (Jones
ve ark., 2002). Sistein, memeli sistemlerinde normalin {iistiindeki konsantrasyonlarda
toksik bir etki meydana getirdiginden dolayr ortamdan hizlica okside edilerek
uzaklastirilir. Boylece plazmada daha az konsantrasyonlarda tutulmasi saglanmis olur
(Jones ve ark., 2002).

Hiicre igerisine sistein alimimi, genelde Na* ve ATP’ye bagimhi ASC sistemi ve
Na® dan bagimsiz tasiyici sistemler aracihigiyla olmaktadir (Palacin ve ark., 1998).
Sodyumdan bagimsiz anyonik amino asit tasiyici sistem X. bire bir sitokiyometri
(stoichiometry) ile L-glutamat i¢in L-sistin degisimine aracilik eder. Sistein hiicre disi
sivida (extraseliiler s1v1) L-sistine doniisiir ve hiicre icerisine alinan L-sistin hizlica L-
sisteine indirgenir (Ruiz ve ark., 2002).

Insanlarda sistein katabolizmasinin en Onemli son {iiriinleri inorganik siilfat,
taurin ve piriivatdir. Sistein katabolizmasi ii¢c asamada gerceklesir. Sistein deoksijenaz
enzimi varliginda oksitlenme sonucu sistein siilfiinatin amino grubunun a-ketoglutarata
aktarilmast sonucu f-siilfiinil-piriivat ve glutamat olusur (Onat ve ark., 2002). Sistein
siilfinatin dekarboksilasyonu sonucu 6nce hipotaurin ve sonra oksidasyon sonucu taurin
olusur. Taurin karacigerde kolik asit ve safra asit tuzlarina doniistiiriiliir. Sistein

katabolizmasi Sekil.1.3“deki gibidir.
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2.3.Glutatyon (GSH)

Glutatyon (y-glutamilsisteinilglisin), organizmada tiyol grubu iceren, diisiik
molekiil agirlikli bir tripeptiddir. Ik defa 1921 yihinda Hopkins tarafindan
kesfedilmistir. Daha onceleri glutamil-sisteinden ibaret bir dipeptid oldugu diisiiniilmiis
ve 1929 yilinda kristal yapisi elde edildikten sonra tripeptit yapisinda oldugu fikrine
varilmigtir (Goziikara, 2001). Molekiil agirligi 307 gram olan bu bilesik tiim bitki ve
hayvan hiicrelerinde en fazla hiicre i¢i antioksidan olarak bulundugu tahmin
edilmektedir. GSH’daki peptidik y baglantisi, tripeptit yapisinin aminopeptidazlar
tarafindan yikilmasin1 onler (Goziikara, 2001). Pek cok enzim GSH’1 etkilemezken
sadece pankreatik karboksipeptidaz glutatyondan glisini kopararak yapiyr bozmaktadir.
Glutatyon ¢oziinebilir bir antioksidan olarak lipid peroksidasyonu ve ilaclarin toksik
etkilerine kars1 hiicrelerin savunulmasinda gorev almaktadir (Ulakoglu ve ark., 1998).
Ayrica pek ¢ok kimyasalin toksik etkisinin inhibe edilmesinde ve hiicre hasarinin
onlenmesinde Onemli bir role sahiptir GSH’in toksik maddelerle olusturdugu
tepkimeler glutatyon S-transferaz tarafindan katalizlenmekte ve glutatyon konjugatlar
sekillenmektedir (Keppler, 1999).

Glutatayon konjugatlarinin aktif transportu, daha cok insan eritrositlerinde
gosterilmistir. Hiicrelerden glutatayon —-S konjugatlarinin  birakimi Multi  Drug-
Resistance Protein (MRP) ailesine ait olan integral zar glikoproteinlerince yapilan ATP
bagimli araci bir iglemdir. Glutatyon, glukuronat ya da siilfat ile konjuge edilen bir¢cok
lipofilik bilesik, MRP ailesinin substrat1 olarak rol oynar (Keppler, 1999). insanlarda
MRP ailesinin farkli genlerce kodlanan 6 izoformu klonlanmstir. Insan MRP1 ve
MRP2 i¢-dis membran vezikiillerine ATP bagimli transportunun substrat spesifitesine
gore Olclimleri en iyi sekilde karakterize edilmistir (Keppler, 1999). Glutatyon sentetaz
enzimi araciligiyla hiicrelerde bir kere sentezlenen glutatyon biyolojik zarlardan
transporta maruz kalir. GSH salinimi asil sentez kaynagi olan karacigerde gerceklesir
(Murray ve ark., 1998). Hiicrelerde, lipid peroksidasyonu ve oksidatif stres durumunda
hizlica okside olur ve GSSG formuna doniisiir. Bu formu hiicrelerden aktif tagima ile
uzaklagtirilir. 1955’lerde glutatyonun insan eritrositlerinde yar1 Omriiniin 3—4 giin
oldugu belirtilmis (Olive ve Board, 1994). Bir hiicre ici antioksidan olan glutatyonun

kimyasal yapis1 Sekil 1.4’deki gibidir.
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Hiicre ici Antioksidan Olarak Glutatyon Sentezi ve Onemi.

Glutatyon, sistein, glisin ve glutaminden y-glutamilsistein sentetaz ve GSH
sentetaz enzimlerinin birbirini takip eden faaliyetleri sonucu iki basamakta sentezlenir
(Griffith, 1999). DNA ve protein sentezleri, enzim aktivitelerinin diizenlenmesi,
detoksifikasyon, hiicre i¢i ve dis1 tasimim gibi hiicresel fonksiyonlarn disinda baslica
antioksidan olarak hiicre savunmasinda da 6nemli rolii vardir (Ulakoglu ve ark., 1998).
Glutatyon, aminoasit tasiyicist olarak ve hiicresel proteinlerdeki SH gruplarinin
indirgenmis halde tutulmasinda rol oynamakta ve bu yolla eritrositleri oksidatif
hasardan korumaktadir (Onat ve ark., 2002). Hiicreler tarafindan GSH konsantrasyonun
sabit tutuldugu ve bu miktarin 1-8 mM arasinda oldugu belirtilmektedir (Griffith,
1999). Glutatyon hiicresel redoks durumun belirlenmesinde 6nemli bir metabolit olup,
hiicrelerde okside (GSSG) ve indirgenmis (GSH) glutatyon formunda bulunur (Yang ve
ark., 2006). Reaktif oksijen tiirlerinin varliginda indirgenmis glutatyon glutatyon
peroksidaz ve NADP" elektron akseptorleri varliginda okside glutatyona doniigiir.
GSSG pentoz fosfat yolu sonucu elde edilen NADPH" varliginda gulutatyon rediiktaz
tarafindan tekrar indirgenmis (2GSH) glutatyon formuna donistiiriiliir (Champe ve
Harvey., 1997).

Glutatyon’un hiicre ici sentezi gerceklesirken hiicre igerisine lokalize olmus -
glutamil transpeptidaz enzimi tarafindan GSH pargalanir. Bu enzim 6zellikle
membranin dis yiizeyinde bulunur ve daha c¢ok sistein ve metiyoninin hiicre icine
alimmasini1 saglar (Voet ve Voet., 1995). Glutatyonun y-glutamil grubu hiicre disinda
bulunan bir amino aside transfer edilir ve boylece y-glutamil amino asit hiicre icine
almir. Hiicre i¢ine alinan amino asit serbest birakilir ve iki adimda glutamata doniistir.
Daha sonra bir ara {iriin olan 5-oksiprolin sekillenir. Oksiprolin kararli bir bilesik olup
hidrolizi icin ATP gereklidir (Voet ve ark., 1995). Glutatyon sentezi Sekil.1.5’de
gosterilmistir. Eritrositler yiiksek miktarda glutatyon igerir (Kalra ve ark., 1981).
Glutatyon eritrosit membranin biitiinliigii i¢in vazge¢ilmez bir bilesiktir. Glutatyon,
oksidatif stres altinda hemoglobin ve diger tiol iceren proteinlerin bozulmasini énler
(Srivastava ve Beutler., 1970). Glutamat, sistin ve glisin eritrosit hiicrelerine taginarak
GSSG’nin azalan konsantrasyonun yeniden restorasyonu icin kullamilir (Ohtsuka ve

ark., 1988). Pentoz fosfat yolu sonucu meydana gelen NADPH alyuvar ve hepatosit gibi
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hiicrelerde elektron vericileri olarak islev goriirler. Enzim eksikligi sonucu pentoz fosfat
yolu bozulacak olursa NADPH iiretimi egeleneceginden eritrositler yogun hasara maruz
kalir (Murray ve ark., 1996). Gulukoz—6-fosfat dehidrogenaz eksikligi bulunan
bireylerin eritrositleri yeteri miktarda okside glutatyonun rediikte glutatyona
doniistirecek kadar NADPH iceremedikleri icin H>O, ve oksijen radikallerinin
ortamdan uzaklastiramazlar (Conway ve Chappel., 2000). Yash eritrositler yeterli
NADPH sentezinden yoksun olduklar i¢in kolay hemoliz olurlar. Yeterli NADPH
tiretilmediginde zardaki —SH guruplarinin oksidasyonu ve lipid radikal etkilesimi
sonucu peroksidasyon olusumuyla eritrosit zar1 erir (Murray ve ark., 1996).
Hemoglobinin serbest radikal etkilesimi sonucunda hemoglobinin baz1 —SH guruplari
oksitlenir ve protein hiicre icerisinde coker. Oksidatif stres viicudun oksidant-
antioksidan dengesini bozarak hiicre i¢i antioksidan olan GSH diizeylerinde azalmaya
ve hiicrelerin yogun bir sekilde oksijen radikallerine maruz kalmasina neden olur (Onat
ve ark., 2002). Bunun sonucunda membran lipitleri ve hiicrenin cesitli yapisal
proteinlerinde hasar olusumu meydana gelmektedir. Oksidan-antioksidan dengenin
bozulmasi sonucu ortamda biriken GSSG’de —SH igeren yapilarla etkileserek hasar
olusumu meydana getirmektedir (Ulakoglu ve ark., 1998).

Glutatayon, sinir sisteminde de Onemli bir antioksidan olup, insanlarda
Alzheimer  veya  Parkinson gibi  norolojik  hastaliklarin,  glutatayonun
indirgeme/yiikseltgenme basamaklarindaki bir bozukluktan ya da glutatyon

eksikliginden kaynaklandig: ileri siiriilmektedir (Wegrzynoicz ve ark., 2007)

2.4. L-Glutamin

L-Glutamin piirin ara {riinleri ve tiirevleri S-fosforibozilamin, N-
formilglisinamid (FGAM), GMP, NAD ve NADP dahil c¢esitli biyosentetik
tepkimelerde amino grubu saglayicisidir (Lyons ve ark., 1990). Merkezi sinir sistemi,
doku ve beyin omurilik sivilarinda oldukg¢a fazla bulunan bir amino asittir (Albrecht ve

ark., 2007). Glutamin plazmada en fazla bulunan serbest amino asittir. Bu amino asit
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icin kanla beyin dokularinin talebinin karsilanmasi yetersizdir. Bu talep beyin astroglial
hiicrelerinde bulunan glutamin sentetaz araciligiyla glutamattan sentezlenerek karsilanir
(Albrecht ve ark., 2007). Bu reaksiyon ATP hidrolizinden saglanan enerji ile glutamata
NH*4 baglanmasiyla gerceklesir. Sentezlenen glutamin norotransmiter olarakda islev
gormektedir. Biiyiik bir kism1 astrositlerde sentezlenir ve ndronlara gonderilir. Ayrica
bir inhibitor nérotransmiter olan y-aminobiitrik asit (GABA) onciilidiir (Onat ve ark.,
2002). Glutaminin bir kismu yakit olarak bagirsak mukoza hiicrelerinde de
kullanilmaktadir. Glutamin gii¢lii bir endotelial nitrik oksit (NO) sentez inhibitoriidiir ve
glutaminin metabolizmas1 hakinda ¢ok az bilgi mevcuttur (Wu ve ark., 2000). Ayrica,
asit baz dengesinin korunmasinda onemli olan amonyak, glutamin hidrolizi ile elde
edilmektedir.

Karaciger yetmezligi ile iliskili olan hiperammonemi sirasinda kandan beyine
gecen amonyak noral glutaminazi inhibe eder. Beyinde glutamin asir1 birikmesi sonucu
beyin fonksiyonlarinda aksakliklara neden olur (Albrecht ve ark., 2007). Glutamin,
havadaki serbest azotun diger amino asitlerin yapisina katilmasinda da rol oynayan bir
amino asittir. Ayrica, beyin disinda kas ve karacigerde de sentezlenir. Amomyagin
(NHj3) toksik olmayan tasimim ve depolama seklidir. Glutamin, tagima gorevinden
dolay1 plazmada baska amino asitlerden iki kat daha fazla konsantrasyonda bulunur

(Champe ve Harvey., 1997).

2.5. Siiperoksit Olusumu ve Antioksidan Savunma Arasidaki Iliski

Serbest radikaller en dis yoriingesinde tek sayida elektron iceren kimyasal
maddelerdir. Ancak Fe*, Cu**, Mn** ve Mo* gibi gecis metalleri de ortaklanmamus
elektronlara sahip olduklar1 halde serbest radikal olarak kabul edilmezler. Bu durumda
radikal ileri derecede reaktiftir, stabil degildir ve protein lipit ve karbonhidrat gibi
organik ve inorganik kimyasal maddelerle hiicre icinde tepkimelere girer (6zellikle
membranlar ve niikleik asitler icindeki anahtar molekiillerle). Serbest radikaller
otokatalitik tepkimeler baslatarak molekiilleri yeni serbest radikallere doniistiiriir.
Boylece zincirlenme zedelenmeyi baslatirlar. Hiicre iginde radikaller radyan enerji

emilimi ile (Ultraviyole, X-1sinlar gibi) ya da normal fizyolojik olaylar sirasinda ortaya
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cikan rediiksiyon-oksidasyon (redoks) tepkimelerinden veya ekzojen kimyasal
maddelerin enzimatik metabolizmalarindan koken alirlar (Robbins ve Kumar, 1987).
Diger bir serbest radikal, molekiiler oksijenin indirgenmesi sonucu olusan siiper oksit
O, dir. Mitekondiriyal elektron transportu esnasinda olusan siiperoksit (O,) anyonlari,
siiper oksit dismutaz enzimi tarafindan hidrojen peroksite (H,O,) doniistiiriilerek
elimine edilirler (Dillioglugil ve ark., 2005). Hidrojen peroksit GSH’1n kofaktorligiinii
yaptig1 gulutatyon peroksidaz (GPx) enzimi tarafindan ortamdan uzaklastirilir (Ulakoglu
ve ark., 1998). Viicutta bulunan oksijen fazlasi reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu
baglatabilir. Hidroksil (OH’) radikalleri, miyokard hiicreleri ve kandaki akyuvar
hiicreleri tarafindan iiretilmekte, lipid peroksidasyonu, DNA ve proteinlerdeki -SH
guruplanyla oksidasyonu sonucu hiicrelerde hasarlara neden olmaktadir (Murray ve
ark., 1996). Beyin, karaciger ve bobrek gibi yogun metabolik aktiviteye sahip dokular
daha fazla oksijen tiiketimine sebep olurken aym1 zamanda diger dokulara nazaran daha
fazla antioksidan kapasiteye sahiptirler (Diizova ve ark., 2006). Dokular, oksidatif strese
neden olan serbest radikaller ihtiva eder. Bu serbest radikaller; hiicre oliimii, hizli
yaslanma, kanser, kalp hastaliklar1 gibi disfonksiyonel bozukluklarin olusumunda rol
oynamaktadir (Rmiz ve ark 2002).

Eritrositler ¢oklu doymamis yag asitleri ve hemoglobin demirinden dolay1
oksidatif hasara yatkindirlar (Armutcu ve ark., 2004). Hidroksil radikalleri,
membranlarda  demirin  katalizledigi  fenton reaksiyonu aracilifiyla lipid
peroksidasyonunu baslattigi varsayilmaktadirlar. Viicutta, bu radikallerin olusumunu
durduran biyolojik olarak biiyiikk bir oneme sahip antioksidan adi verilen biyolojik
savunma sistemleri yer alir. Antioksidanlar serbest radikaller i¢in kolay bir elektron
hedefidirler (Clarkson, 1995). Eritrositler, katalaz, sistein, siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz gibi enzimsel antioksidan savunma
sistemlerine sahiptirler (Giiltekin ve ark., 2001). Bu enzimlerin aktiviteleri Sekil 1.6 ve
Sekil 1.7°deki gibidir.

Enzimatik  antioksidanlar  eritrositlerde  oksidatif  stres  olusumunu
engelleyebilirler. Siiperoksit dismutaz siiperoksit radikalini (O,) daha az zararli olan
hidrojen peroksite (H,0O,) indirger. Hidrojen peroksit katalaz ya da glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) tarafindan suya doniistiiriilerek hiicre ortamindan uzaklastirilmasi saglanir

(Champe ve Harvey., 1997). Eritrositler plazmadan yaklasik bes yiiz kat daha fazla
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Sekil 1.6. Molekiiler oksijenden ara iiriinlerin olusumu (Champe ve Harvey, 1997)
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Sekil 1.7. Antioksidan enzimlerin etkileri (Champe ve Harvey, 1997)
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glutatyon igeririler (Zhang ve ark., 2003). E vitamini ve C vitamini gibi enzimatik
olmayan antioksidanlar serbest radikallerin hiicre membranindan
siipiiriilmesindebiyolojik olarak biiyiikk 6neme sahiptirler. Cases ve ark., 2006 yilinda
yaptiklar bir caligmada kisa siireli agir egzersizlerden sonra lenfositlerde vitamin E ve
antioksidan enzim aktivitelerindeki degisimi arastirmislar ve yaptiklart calisma
sonucunda agir egzersize bagli olarak vitamin E ve antioksidan enzim aktivitelerinde bir
artis oldugunu tespit etmislerdir. Bu antioksidan bilesiklerin hidrojen peroksit gibi
radikallere kars1 bir koruma sagladiklar1 belirtilmektedir (Giiltekin ve ark., 2001).

Epifiz bezinden iiretilen melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) immiin sistem
uyaricisi, biyolojik saat ayarlayicisi ve uykuya neden olan bir madde olarak bilinir. Bu
maddenin daha ¢ok son yillarda serbest radikallerin uzaklastirilmasinda antioksidan
olarak islev gordiigii ve oksijen radikallerinden membran lipidlerini, sitozolik
proteinleri ve DNA’y1 korudugu saptanmistir (Giiltekin ve ark., 2001).

NAC (N-asetil-L-sistein) mukolitik ve parasetemol zehirlenmesinden sonra
olusan akut karaciger yetmezliklerinin tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica hiicre igi
sistein ve glutatyonun siirekliliginin saglanmasinda ve reaktif oksijen tiirlerinin
hiicrelerden siipiiriilerek uzaklastirilmasinda antioksidan ila¢ olarak kullanilmaktadir
(Gustafsson ve ark., 2005). NAC’1n epitel kokenli kolon kanserinde hiicre ¢ogalmasi ve
farklilagmasin 6nledigi de saptanmistir. Benzopyren, asetilaminoflorans ve sigara dahil
bircok kansorojen maddelerin DNA’ya baglanmasini bloke eder. Pestisitler ve ilaglarin
(ksenobiotikler) kullanimina bagli olarak agiga c¢ikan serbest oksijen tiirleri lipid
peroksidasyon olusumunu tetikleyici ajanlar olarak bilinmektedir.

Lipid peroksidasyonu, serbest oksijen tiirleri ile membran lipitlerinin etkilesimi
sonucu olusmakta ve daha ¢ok molekiiler diizeyde doku hasarina neden olmaktadir
(Robbins ve Kumar, 1987). Lipid peroksidasyonun eritrositlerin antioksidan savunma
mekanizmalarim etkiledigi ve endojen ve ekzojen antioksidant miktarlarinda 6nemli

derecede azalmaya neden oldugu ileri siiriilmistiir (Giiltekin ve ark., 2001).

2.6. Hiicre Membrani ve Transport Sistemler

Hiicreler igeriklerini dig ortamdan ayiran, plazma membrani ile gevrilidir.

Plazma membram lipit, protein ve daha az oranda karbonhidrat iceren molekiillerce
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zengindir. Memeli plazma membranlarinin yaklagik % 50-60 kadar1 fosfatidilkolin,
fosfatidiletonolamin ve sifingomiyelin, geri kalan kismim ise kolesterol ve
glikolipidler olusturmaktadir (Onat ve ark., 2002). Bunlardan kolesterol ve
fosfolipidler membranlarin her iki tarafinda yer alirken, sifingomiyelin ve
fosfatidilkolin dis tabakada, fosfatidilserin ve fosfatidiletanolamin i¢ tabakada yer
alir. Fosfolipidler membranin temel yapisal biitiinliigii ve secici gecirgenliginin
saglanmasinda, proteinler ise farkli membranlarin c¢ok 6zel fonksiyonlarindan
sorumlu olmaktadir. Zarda yer alan karbonhidratlar membranin dis yiizeyine yerlesik
halde olup, glikoprotein veya glikolipid halinde bulunur. Karbonhidratlar kendilerine
benzer hiicreleri tanirlar ve doku olugmasimi saglarlar. Ayrica yabanci yapilar da
taniyarak immun cevap olusumuna yol acarlar (Simsek, 1994).

Kolesterol, membran akigkanliginin belirleyicisi olup, iki komsu yag asidi
arasma girerek Van der Waals cekim etkisini azaltmakta ve membrana akiskanlik
saglamaktadir. Lipid ikili tabakasina gomiilii halde bulunan integral proteinler,
membranin bir tarafindan diger tarafina gececek sekilde yerlesmislerdir. Membranin
sitozolik yiizeyinde daha ¢ok proteinin amino ucunun, miristik asit (C14) veya sistein
amino asitlerinin yan zinciri iizerinden palmitik asit (C16) veya pirenil gruplarn
(farnesil C15) ile kovalent baglanmaktadir. Membranlarin kalinhign 7,5-10 nm
arasinda degismekte olup, sadece elektron mikroskobuyla goriilebilirler. Bununla
birlikte plazma mebranin kalinlig1 boyunca yerlesim gosteren proteinler, hiicre dig
ortamindan hiicre i¢ine gerekli organik ve inorganik maddelerin alimini, metabolizma
sonucu meydana gelen hiicre icin zararhh atiklarin disar1 atilmasini saglar (Onat ve
ark., 2002).

Bu molekiillerin secici gegirgenligi membran proteinlerinden olusturulan cok o6zel
kanallarla saglanmaktadir. Bu kanallarin bazilan enerjiye gereksinim duymazken,
bazilar1 ise enerjiye gereksinim duyar (Lehninger ve ark., 2005). Hiicre
membranlarinda yapilan geregi degisik tasima sistemleri bulunmaktadir. Hiicre
digindan iceriye madde taginimina endositoz, digina taginima ise ekzositoz adi verilir.

Hiicre disindaki ve icindeki sivilarda milyonlarca molekiill hareket
halindedir. Bu hareketleri ile belirli bir yiizey alanin belirli bir zaman i¢inde gecerler.
Enerji gereksinimi olmaksizin, konsantrasyon farkina bagh olarak maddelerin yogun

oldugu taraftan daha az yogun olan ortama dogru hareketine basit difiizyon denir.
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Maddelerin hiicre ici derisimleri esit oluncaya kadar basit difiizyon devam
eder (Noyan, 2000). Membrandaki elektiriksel potansiyel, bilesiklerin zit yiike ait
¢ozeltiye dogru hareket etmelerini saglar. Membran i¢ kisminin hidrofobik olmasi,
kiigiik ve kismen nanpolar molekiillerin hiicreye taginmasim saglar. Akcigerlerde gaz
degisimi (O, alimi, CO, salinimi) hiicrelerde basit difiizyon yoluyla olmaktadir
(Lehninger ve ark., 2005). Karbondioksit (CO;) ve su gibi molekiillerin gecirgenlik
kat sayilarma bagh olarak hiicre icine ve digina gegisleri olmaktadir. Iyonlar (CI,
Na*, K, Ca'™) ise mebran icerisine yerlesik bir kanal protein tarafindan
tasinmaktadir. Iyonlarin, membranin bir tarafindan diger tarafina gecisi elektriksel
gradyent farkina bagl olark gerceklesir. Yani membranmin iki yiizii arasinda bir
elektriksel potansiyel meydana gelir. Ligand kapili bu kanallarda intraseliiler ve
ekstraseliiler kii¢iik molekiiller allosterik tasiyici bir proteine baglanir buna bagh
olarak bu kanallar acilir ya da kapanir (Lehninger ve ark., 2005).

Hiicre membraninda aquporin olarak adlandirilan ve zarlarda suyun bir
taraftan diger tarafa hizhi gecisini saglayan integral protein yapisinda kanallar
kesfedilmistir. Insan hiicresinde bu kanallardan 11 tanesi bulunur ve her biri
Ozellesmis bir goreve sahiptir. Plazma membranlarinda aquporinler yiiksek bir
yogunluga sahiptir. Bobrek, beyin, goz karaciger gibi organlarda bol miktarda
bulunmakta olup, Ozellikle bobrek proksimal tiibiil hiicrelerinde bes tipi
tanimlanmistir (Lehninger ve ark., 2005).

Hiicre membranlarinda basit difiizyon enzimlerle degil zardaki proteinlerle
olmaktadir. Pasif difiizyonda molekiiller bir boliimden diger bdliime proteinler
araciliyla hareket ederler (Onat ve ark., 2002). Ancak bu proteinler tasinan bilesige
0zgiil olarak baglanmakta ve herhangi bir sekilde proteinde konformasyon degisikligi
meydana getirmemektedirler. Membranda tasima isini yapan bu proteinlere
transporterlar veya permeazlar adi verilir (Lehninger ve ark., 2005). Kolaylastirilmig
tasimadaki proteinler hareketli olup, mollekiillerin diisiik konsantrasyondan yiiksek
konsantrasyona dogru tasimminda gorev aldiklan igin aktif tasimda oldugu gibi
enerjiye gereksinim duyarlar. Yani aktif tasimada molekiillerin bir taraftan diger
tarafa taginmasi icin tasiyici bir hamala ihtiyaci vardir (Simsek, 1994). Zardaki tagima
olaymin aktif veya pasif olmasi, tasinan maddelerin serbest enerji degisimlerine

baghdir. Aktif tasima yapan sistemlerde tasiyicilar tek yonde ve tek tiirle taginimi
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(uniport) yapabildikleri gibi, iki tiiriin ayn1 yonde (simport) taginimini da yapabilirler,
tagyicilar iki molekiilii aym anda zit yonde (antiport) de tasiyabilirler (Onat ve ark.,
2002).

Zarlarin i¢ ve dis kisimlarinda yer alan P sinifi ATP enzimleri protonlarla
beraber potasyum taginiminda da islev goriir. Na*™-K" ATPaz enzimi zarm i¢ ve dis
kismindaki elektrokimyasal fakliliga bagh olarak i¢ kisimda fazla bulunan Na®
iyonlarini hiicre disina, disarida yogun olan K" iyonlarini hiicre igine pompalar. Na-
K" ATPaz hiicre igerisinde iyonlarin belirli konsantrasyonda tutulmasina yardimci
olur. Na"™-K" ATPaz yapisal olarak o,f, alt birimlerinden meydana gelir ve a alt
birimi ATP’nin hidrolizini saglar (Oztas, 2000). Hiicre igerisinde K* iyon
konsantrasyonun yiiksek Na* iyon konsantrasyonun diisiik tutulmasi Na'-K* ATPaz
sistemi tarafindan saglanmaktadir. Elektriksel gradyente karsi Na* ve K'iyonlarinin
kendiliginden hareketi ATP kullanimiyla olur. ATP’nin ADP ye doniisiimii sonucu 2
K" iyonu igeri hareket ederken 3 Na' iyonu disar1 atilir. Ouabin Na'™-K* ATP az
enzim sistemini inhibe eden steroid tiirevli bir toksindir (Lehninger ve ark., 2005).
Zarda bulunan diger bir enzim sistemi de Ca*> ATPaz olup, bu enzim Ca** iyonlarini
sitozoliin digina  pompalar. Bu sekilde hiicrelerdeki Ca** konsantrasyonun

azaltilmasim saglar (Oztas, 2000).

2.6.1. Eritrositlerin Membran Yapis1 ve Fonksiyonlari

Eritrosit mebraninda ¢esitli lipid tiirleri, proteinler ve miikopolisakkaritler
(glikoproteinler) bulunur. Kolaylikla saf olarak elde edilmeleri, viicudun diger
hiicrelerine nazaran daha fazla incelenmesine neden olmustur. Eritrosit mebran1 icerik
bakimindan; % 50 protein, % 40 lipid (fosfolipid, kolesterol, glikolipid) ve % 10
karbonhidrattan ibaret olup, membranin ikili lipid tabakas1 i¢ine gdomiilii olan integral
proteinler ve sitoplazmik yiizeyle iliskili olan periferik proteinler eritrosit membranin
iskeletini olusturur (Junqueira ve ark., 1998).

Mathews ve Holde (1996) tarafindan belirtildigine gore; eritrosit membrant,

dimerik yapida 3,89 kilodaltonluk anyonik bir protein igerir ve bu protein zarda bir
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anyon kanali meydana getirerek HCO'; ve CI ~ iyonlarinin membran boyunca gegisinde
ve karbondioksitin hemoglobinle tasinmasinda etkin rol oynamaktadi (Uslu, 2006).

Eritrosit membraninda diger 6nemli bir protein glikoproteinler olup, bu
proteinlerden glikoporin A ve B hiicresel reseptor olarak, glikoporin C ise membrandaki
dimerik bir proteinin band 4.1 ile baglanti kurar. Normal eritrositler, ortalama
yarigaplart 8 pm, kalinliklar1 en kenar bolgelerinde 2 pm ve merkezde 1pum’ ¢apinda
bikonkav disk seklinde olduklart belirtilmistir (Guyton, 1986). Alyuvarlar, bikonkav
sekilleri sayesinde oksijen tasinimi i¢in daha genis bir ylizeye sahip olup, bu bikonkav
yapilan dar kapilerleri gegmesinde esneklik kazandirmaktadir (Milan ve ark., 2004).

Memeliler disindaki canlilarin alyuvarlart ¢ekirdekli olup, memelilerde ise olgun
alyuvarlar ¢ekirdeksizdir. Kan hiicreleri kemik iliginde yapildiktan sonra kana verilirler.
Kana verilen bu hiicreler ribozom ve mitekondiri gibi organellerle birlikte baz1 enzimler
icerir (Saglam 2001). Kanda bulunan bu geng¢ hiicrelere retikiilosit adi verilir. Bu
hiicreler yaklasik bir ya da iki giin icerisinde sitoplazmik organellerini ve bir¢gok
enzimlerini kaybederler ve boylece sitoplazmaya daha fazla hemoglobin doldurabilirler
(Saglam, 2001).

Hemoglobin demir iceren bir protein olup, alyuvarlarin % 33’iinii olusturur
gerisi sudur. Sitopldzmada, az miktarda olmak {izere, daha baska proteinler, lipidler,
inorganik maddeler (K*, Mg*?) ve alyuvarlarin fonksiyonu bakimindan cok &nem
tasiyan  karbonikanhidraz enzimi de bulunur. Bu enzim katalizrligiinde
karbondioksitin biiyiik bir kismi hiicrelerden atilir. Alyuvarlarla, dokulardan akcigere
tasinan CO;’nin % 70 inin bikarbonat formunda, geriye kalan % 15 inin ise CO;’ in
hemoglobinle olusturdugu karbaminohemoglobin seklinde tasindigi ileri siiriilmiistiir
(Saglam, 2001).

Erkek ve kadinda eritrosit miktar1 farkli olup sirasiyla erkekte 5.4x10°  ve
kadinda 4.8x 10° olarak degismektedir ve ortalama yasam siireleri 120 + 20 giindiir
(Milan ve ark., 2004)

Eritrositler kolaylastirilmis difiizyon sistemlerinden baska sistemler de igerir.
Anyon degisimi karaciger, iskelet kast gibi organlardan akcigerlere CO, tasiniminda
gereklidir. Anyon degisim proteini eritrosit membraminin bikarbonata (HCOj3)

gecirgenligini daha cok artirir. Klor (Cl)” ve bikarbonat (HCO3') anyonlarinin zardaki
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hareketi bu proteinler araciligiyla olmaktadir. Bu iki iyon mecburen zit yonlii hareket

etmek zorunda olup, CI” yoklugunda HCO3 tasimimi1 durur (Lehninger ve ark., 2005).

2.7. Memeli Hiicrelerinde Amino Asit Transport Sistemleri

Memeli hiicrelerinde farkli substrat spesifitesine sahip amino asit transport
sistemleri tanimlanmis ve bunlarin genel o6zellikleri aciklanmistir. Bu 6zellikler,
stereospesifite (transport L-steroisomer icin daha hizlidir) ve genis substrat spesifitesi
(bir ¢ok amino asit bir transport sistemini paylasir). Amino asit transportunun asil
fonksiyonunun belirlenmesinde amino asidin tipi (asidik, bazik, zwitterionic),
transportun termodinamik 6zellikleri 6nemli kriter olarak kabul edilmistir (Palacin ve
ark., 1998).

Yapilan fonksiyonel caligsmalar, transportun doygunlugunu, substrat spesifitesini,
kinetik hareketini, enerji kullanimini, cesitli organlardaki regiilasyon mekanizmalarini
temel alarak, izole edilmis hiicreler ve saflastirilmis plazma membranlarinda yapilan
calismalar sonucu memeli hiicrelerinin plazma membranlarinda ¢ok sayida transport
sistemi tespit edilmistir (Christensen ve ark., 1965). Bu calismalardan sonra farkh
amino asitlerin belirli bir transport sistemiyle tasindigi ve bu amino asit transport
sistemlerin kismi spesifite gosterdigi saptanmistir. Cesitli hiicreler plazma
membranlarinda yaygin olan (6rnegin: A, ASC, L, y* ve Xag sistemler) transport
sitemlerin farkli bir setini ve dokuya 6zgii transport sistemleri (6rnegin, B®",N™, ve b®"

genel transport sistemlerinin farkl sekilleri gibi) icerir (Palacin ve ark., 1998)

2.7.1. Zwitteriyonik Amino Asitler icin Genel Transport Sistemler

Zwitteriyonik amino asit transport sistemleri A; ASC, ve L biitiin hiicrelerde
daima mevcuttur. Sistem A ve ASC kiiciik zincirli amino asitlerin sodyumla ayni yonlii
(simport: memelilerde Na® ile birlikte amino asit tasinimi) tasinmasina ve sistem L

bilyiik zincirli amino asitlerin tek yonlii olarak taginmasina aracilik eder (Palacin ve
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ark., 1998). Sistem L ¢ok degisken bir 6zellige (trans-stiimiilasyon gosterir) sahip olup,
pek ¢ok durumda amino asitlerin hiicrelere giriglerinden ¢ok cikislarina aracilik ettigi
varsayilmaktadir.

Sistem A igin tercih edilen substratlar alanin, serin ve glutamin, sistem ASC i¢in
ise alanin, serin ve sisteindir (Christensen ve ark., 1965). Ayrica, dallanmamis kiiciik
yan zincirli amino asitler sistem L i¢in diisiik kaliteli substratlar iken analoglar1 igin (2-
aminoendobisiklo-heptan-2-karboksilik asit ve 3-aminoendobisiklo-octan-3-karboksilik
asit) sodyum yoklugunda model substratlar olarak kabul edilmektedir. Sistem L nin L1
ve L2 olmak {iizere iki alt tipi mevcuttur. Bunlar farkli yaslarda hepatosit ve hepatoma
hiicrelerinde bulunurlar. Boylece zwitteriyonik amino asitler pek ¢ok hiicrede Na* ile
birlikte taginmaz. Bu epitel hiicrelerinde de farklidir. Epitel hiicrelerinde genis substrat
spesifiteli sistemler (6rnegin; B°,B*") sodyumun elektriksel gradyentine bagh olarak bu
amino asitleri toplarlar. N-metillenmis amino asitlerin transportu sistem A nin ayrimi
icin 6nemli bir olgiittiir. Sodyuma bagh alanin transportunun N-metilaminobiitrik asit
tarafindan inhibisyonu sistem A aktivitesinin belirlenmesi i¢in kullamilmaktadir. Sistem
A ve ASC fakh ozelliklere sahiptirler. Sistem A elektrojeniktir ve trans-inhibisyon
ozeligi gosterir. Sistem ASC elektronétral olabilir ve trans-stimulasyon 6zeligi gosterir
(Guidott1 ve Gazzola, 1992). Ayrica, Sistem A yiiksek pH’a duyarliyken sistem ASC
kismen duyarhdir. Sistem A’nin 6nemli bir ayiric1 6zeligi pek ¢ok hiicre tipinde
aktivitesi diizenlenir. Glukagon ve epidermal biiyiime faktor hepatositlerde kisa siireli
sistem A’y1 sitiimiile eder.

Bunlarin disinda dokuya 6zgii zwitteriyonik amino asitler tanimlanmistir. L-
glutamin, L-histidin ve L-asparjin amin asitlerinin hepatositlere transportunun N adi
verilen sodyuma bagli transport sistemi yoluyla oldugu kanitlanmistir. Sistem A’ya
benzer Ozellikte sistem N iskelet kaslarinda kesfedilmis olup, N™ olarak adlandirilmistir.
Sistem Gly, glisin ve sarkozin icin 6zel olup, bircok hiicre tipinde bulunur. Sodyum ve
klor bagli GLYT1 ve GLYT2 norotransmitter tasiyicilart sistem Gly’in varyantlar
olarak tamimlanmaktadir. Sistem BETA; B-alanin, taurine ve GABA i¢in ¢ok 6zel bir
transport sistemi olup bircok dokuda tanimlanmistir ve farkli substrat affinitesi ve
spesifitesi gosterir. Sodyum ve klora bagli norotransmitter transportlara ait GAT1-3,

BGT-1 ve TAUT sistem BETA’1n varyantlan olarak diisiiniilmektedir.
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Epitel hiicrelerin apikal kisimlarina 0zgii cesitli zwitteriyonik transport
sistemleri tammlanmistir. Bagirsak fircamsi kenar hiicrelerinin membranlarinda notral
amino asitlerin tasimmina aracilik eden sodyuma bagli bir transport sistem
tammmlanmustir (Palacin ve ark., 1998). Bu sistem 6nce NBB olarak adlandirilmis daha
sonra genis spesifiteli sistemlere (B, b®", b") uygunlugu nedeniyle sistem B olarak
yeniden adlandirilmstir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarla, sigirlarin bobrek firgams: kenar hiicrelerinin
membranlarinda notral amino asitlerin sodyuma baglh transportunu gerceklestiren bir
sistem kesfedilmis ve bu sistem B° olarak adlandirilmistir. Bu genis spesifiteli sistemler,
zwitteriyonik amino asitlerin bagirsaklarda emiliminden ve bobreklerde geri
emilimlerinden sorumlu olduklar diisiiniilmektedir. Sistem IMINO, bobrek, bairsak ve
epitel hiicrelerinde kesfedilmis olup, prolin, hidroksi prolin, N-metil glisin gibi amino

asitlerin sodyuma bagl transportunu katalizler.

2.7.2. Katyonik Amino Asit Transport Sistemleri

Katyonik amino asitlerin alimina aracilik eden bes adet transport sistemi
bilinmektedir. Bunlardan genis bir yayilma gosteren sistem y* 1980’lerin sonlarina
dogru diger dordii ise 1990’1arin baglarinda kesfedilmistir.

Bu sistemlerin aktiviteleri, zwitteriyonik amino asitlerle paylasim kapasitelerine
ve sodyuma bagliliklar ile katyonik amino asitlere karst olan affinitelerine gore ayirt
edilmektedir. Sistem y* yiiksek affiniteli katyonik amino asitlerle diisiik affiniteli
zwitteriyonik amino asitlerin sodyum varliginda transportunu kolaylastirir. Sistem y'L
insan eritrositlerinde kesfedilmis olup, ayrica plasentada da tanimlanmustir. Sistem y'L
farkli dokular arasinda yaygin bir dagilma gosterir. Bundan dolay1r insan
fibroblastlarinda da tespit edilmistir (Palacin ve ark., 1998).

Bu sistem katyonik amino asitleri hiicre disi ortamda sodyuma gereksinim
duymadan yiiksek affinite ile transport ederken, ancak; kiiciik ve biiyiik zwitteriyonik
amino asitleri sodyum varlifinda yiiksek affinite ile sodyum yoklugunda ise diisiik
affinite ile transport etmektedir. Sistem y* ve y'L aktiviteleri N-etilmaleimid ile

muamele edilen plasenta ve eritrositlerde ayirt edilebilmektedir. Sistem y ve y'L ¢ok
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yiiksek trans stimiilasyon kapasitesi gosterir. Sistem y* katyonik amino asitlerin plazma
membranmindan giris ¢ikisini dengeler.

Bir ¢ok calisma grubu, oositlerde 4F2hc yiizey antijeni ile sistem y'L transport
aktivitesini tespit etmislerdir (Rwmz ve ark., 2002). Sistem B®* ,b°",ve b* fare
blastosistlerinde kesfedilmistir. Bu sistemler arasinda sadece embriyonik sodyumdan
bagimsiz sistem b" katyonik amino asitler i¢in transport aktivitesine sahiptir (Palacin ve
ark., 1998).

Sistem B*" ve b™" katyonik ve zwitteriyonik amino asitler i¢in yiiksek affiniteli
genis bir spesifite gosterir. Sistem b®" mutasyonlar sistin ve katyonik amino asitlerin
bagirsaklardan emilimi ve bobreklerde hatali geri emilimden dolay1 kalitsal hiperomino

asitiiriye neden olmaktadir.

2.7.3. Anyonik Amino Asit Transport Sistemleri:

Pek cok hiicrede biriktirilen (néronlar ve glial hiicreler, hepatositler, enterositler,
fibroblastlar ve plasenta trofoblastlar1)) L-glutamat ve L-aspartat yiiksek affiniteli
sodyum ve potasyuma bagli sistem X ag tarafindan transport edilir (Palacin ve ark.,,
1998). Bu sistem aspartatin D ve L-steroizomeri icin belirli bir affinite gosterir. Sinir
dokularinda bu transport sistemlerin varyantlart mevcuttur. Cesitli hiicre tipleri
(hepatositler, fibroblastlar ve embriyonik hiicreler) L-glutamat ve L-sistini sodyumdan
bagimsiz X ¢ antiport sistem araciligiyla transport ederler. Bu sistem 100-200 uM
oranida bir Ky degerine sahip olup, trans sitiimiilasyon 6zeligi gOsterir ve membran
potansiyeline duyarsizdir (Guidotti ve Gazzola, 1992). Bu sistem glutamin sistein
dongiistine katilir ve oksidatif strese karsi hiicrelerin korunmasina yardimci olur.
Glutamin sistem ASC ve A araciligiyla hiicreye girer ve glutamata doniisiir. Bu sekilde
oksidatif stresin indiikledigi X'c yoluyla hiicrelerin oksidatif hasardan korunmasi ve

glutatyon sentezinin desteklenmesi icin gerekli sistin giris ¢ikisini saglar.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

L-sistein, L-glutamin, azaserin (Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri,
U.S.A). 5,5’-dithiobis (-nitrobenzoate) (DTNB) Fluka Bio Chemica (Switzerland).
Deneylerde kullanilan kan, Antakya Devlet Hastanesi kan bankasindan, saglikli
vericilerden 300 mI’lik {initeler seklinde elde edilmistir.

Spektrofotometrik Ol¢iimler igin, Shimatzu 1200 spektrofotometre cihazi

kullanilmastir.

Eritrositlerin Hazirlanisi

Saglikli insanlardan elde edilen heparinize insan kanmi, 2500 g’de 5 dakika
santriifiij edilerek plazma eritrositlerden ayrilmis ve uzaklastirnlmistir. Bu islemin
ardindan, geriye kalan eritrosit y1gin1 iki hacim 8 mM glikoz igeren potasyum-fosfat-tuz
tamponuyla (9 kisim 0.15 M NaCl ve 1 kisim 0.1 M potasyum fosfat tamponu) ii¢ kez

yikanilarak deneylerde kullanima hazir hale getirilmistir.

DENEY 1:

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve oranlart:

1. Potasyum fosfat tuz tamponu (9 kistm 0.15 M NaCl, 1 kisim 0.1 M potasyum fosfat
tamponu, pH: 7.4)

2. Krebs ringer (135 mM NaCl, 5 mM KCI. 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO4, 5 mM
Glikoz (C¢H206), 10mM NaH,PO, pH: 7.4)
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10 ml hacimde 1 mM’lik, 2.5 mM’lik ve 5 mM’lik L-sistein iceren Krebs ringer pH:

7.4

4. 0,01 M sodyum fosfat/ 0,005 M EDTA tamponunda hazirlanmis % 10’luk TCA (
Trikloroasetik asit) 100 ml

5. 2 ml, 0,6 umol / ml DTNB ( 2.5 ml metanolde ¢6ziinmiis)
6. Tris EDTA tamponu (pH: 8.9)

DENEY 2:

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve oranlart:

1. 8 mM glikoz iceren potasyum fosfat tuz tamponu (PBS-tamponu)

2. 10 ml hacimde 1mM’lik, 2.5 mM’lik ve 5 mM’lik L-sistein iceren Krebs ringer
tamponu,( pH: 7.4)

3. 2 ml, 0,6 pmol/ml DTNB (5,5’ -Dithiobis (-nitrobenzoate) 2,5ml (metanolde
¢Oziinmiis halde)

4.  Tris ETDA tamponu (pH: 8.2)

DENEY 3:

Calismada kullanilan ¢6zeltiler ve oranlart:

1. 8 mM glikoz iceren potasyum-fosfat-tuz tamponu (PBS-tamponu)

2. 10 ml 2,5 mM L-sistein iceren Krebs ringer tamponu (pH 7.4)

3. 0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM, azaserin iceren Krebs ringer tamponu (pH 7.4)

4. % 10’luk 100 ml TCA (Trikloroasetik asit)

5. Tris EDTA tamponu (pH 8.9)

6. 2ml 0,6 umol/ml DTNB (5,5’-Dithiobis (-nitrobenzoate)
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DENEY 4:

A e e

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve oranlar

8 mM glikoz iceren potasyum-fosfat-tuz tamponu

10 ml 2,5 mM L-sistein iceren Krebs ringer tamponu

0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM, azaserine iceren Kreps ringer tamponu

Tris ETDA tamponu (pH 8.2)

2 ml 0,6 uymol/ml DTNB (5,5’ Dithiobis(-nitrobenzoate)) 2.5 ml metanolde

¢Oziinmiig

DENEY 5:

A

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve oranlart

8 mM glukoz igeren potasyum fosfat tuz tamponu (PBS, pH 7.4)
2 mM azaserin i¢eren Krebs ringer tamponu (pH: 7.4)

2,5 mM L-sistein iceren Krebs ringer tamponu (pH 7.4)

Tris EDTA tamponu (pH 8.9)

2 ml 0,6 pumol/ml DTNB ( 5,5’ Dithiobis(-nitrobenzoate))

DENEY 6:

A e

Calismada kullanilan ¢6zeltiler ve oranlart:

8 mM glikoz iceren potasyum-fosfat-tuz tamponu (pH 7.4)
10 ml 2.5 mM L-sistein iceren Krebs ringer (pH 7.4)

2 mM L-glutamin igeren Krebs ringer (pH 7.4)

Tris ETDA tamponu (pH 8.9)

% 10’1uk 100 ml TCA (Trikloroasetik asit)
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6. 2ml 0,6 pmol/ml DTNB (5,5’ -Dithiobis (-nitrobenzoate)) 2.5 ml metanolde

¢Ozuinmiis

DENEY 7:

Calismada kullanilan ¢6zeltiler ve oranlart:

1. 8 mM glikoz iceren potasyum-fosfat-tuz tamponu (pH 7.4)

2. 10 ml 2,5 mM L-sistein i¢eren Krebs ringer (pH 7.4)

3. 2 mM L-glutamin iceren Krebs ringer (pH 7.4)

4. 2 ml 0,6 umol/ml DTNB (5,5’-Dithiobis (-nitrobenzoate)) 2.5 ml metanolde
¢Ozuinmiis

3.2.Yontem

Aragtirmamiz, yedi deney asamasindan olusmaktadir.

1 Deney 1 ‘de zaman sabit tutularak farkli konsantrasyonlarda L-sistein ile
muamele edilen eritrositlerde hiicre icerisine L-sistein girisi degerlendirilmistir.

2 Deney 2’ de farkli konsantrasyonlarda L-sisteinle muamele edilen eritrositlerde
L-sistein ¢ikis1 incelenmistir.

3 Deney 3’de L-sistein konsantrasyonu ve zaman sabit tutularak azaserinin farkl
konsantrasyonlarda hiicrelere L-sistein girisini nasil etkiledigi amaclanmistir.

4 Deney 4’de L-sistein konsantrasyonu sabit tutulup, azaserinin degisik
konsantrasyonlarda eritrositlerden L-sistein ¢ikisini nasil etkiledigi amaglanmistir.

5 Deney 5’de L-sistein konsantrasyonu ve azaserin konsantrasyonu sabit tutularak
azaserinle on muamele edilen eritrositlerde, azaserinin geri doniisiimlii etkisinin
arastirllmasi amaglanmaistir.

6 Deney 6’da eritrositler 2,5 mM L-sistein ve 2 mM L-glutamin ile muamele
edilerek glutaminin sistein girisi iizerine etkisi incelenmistir.

7 Deney 7°de L-sistein konsantrasyonu sabit tutularak inkiibe edilen eritrositler 2
mM L-glutamin ile muamele edilerek eritrositlerden L-sistein ¢ikisina glutaminin etkisi

Olctilmiistiir.
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DENEY 1: Eritrositlerde L-Sistein Girisinin Gosterilmesi

Deneylerde saglikli vericilerden elde edilen heparinize insan kami kullanildi.
Kan, potasyum fosfat-tuz tamponu (9 kisim 0,15 M NaCl lkisim 0,1 M potasyum
fosfat, 8 mM glikoz, pH 7.4) ile ii¢ kez yikanarak hazirlada.

Bu islemden sonra i¢inde 1 mM, 2,5 mM ve 5 mM L-sistein iceren Krebs ringer
tamponlarindan 500 pl, hazirlanmis eritrosit stokundan 250 ul alinarak ependorf tiiplere
ilave edildi. Kontrol grubu olarak 500 pl Krebs ringer tamponu ve 250 pl kan iceren
ependorf tiipler kullanildi. Kontrol grubu hicbir sekilde L-sistein ile kontamine
edilmedi. Tiim bu islemlerden sonra deney ve kontrol gruplart 37 °C ‘de 1 saat
inkiibasyona tabi tutuldu. Inkiibasyon isleminden sonra eritrositler 5 dakika (d) 2500 g.’
de santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirildi. Daha sonra deney ve kontrol gruplari
1000 pl potasyum fosfat tuz tamponuyla birkez yikandi. Siipernatant kism
uzaklastirildi. Geriye kalan eritrosit stoku 250 pl % 10’luk TCA ile muamele edildi.
TCA, hiicre membranini pargaladigindan proteinleri ve bu pH da c¢oziinebilen biitiin her
seyi ¢oOkertiginden dolay1 geriye sadece eritrositlerde serbest —SH gruplan kalacaktir.
Parcalanan eritrositler 10.000 g’ de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiijleme isleminden
sonra siipernatant kismindan 100ul alinarak 1850 pl Tris-EDTA tamponu (pH 8.9) ve
50 ul 5,5’Dithiobis —nitrobenzoate (DTNB) iceren karisim tizerine ilave edildi. Kor
olarak 1900 pl Tris EDTA tamponu ve DTNB’siz 100 pl kontrol supernatanti
kullanildi.

Daha sonra serbes —SH gruplar1 Sedlak ve Lindsay (1968) tarafindan belirlenen
metoda uygun olarak olciildii. Spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda olgiilen
absorbans degerleri eritrositlerdeki serbes —SH miktarinin hesaplanmasi igin

degerlendirildi.

DENEY 2: Eritrositlerden L-Sistein Cikis1

Eritrositler PBS-glukoz tamponuyla (pH 7,4) yikanarak hazirlandi. Hazirlanan

eritrosit stokundan 250 pl alinarak ependorflara aktarildi. Kontrol grubuna krebs ringer,



35

deney gruplarina 1 mM, 2,5 mM, 5 mM L-sistein icern krebs ringer tamponundan (pH
7,4) 500’er pl alnarak ependorflara aktarilarak yavasca kanistirildi. Bu islemlerin
ardindan deney ve kontrol gruplar1 1 saat 37 °C de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
isleminden sonra deney ve kontrol gruplart 5 d 2500 g’ da santrifiij edildi. Islem
sonunda iiste kalan siipernatan kismi uzaklastirildi. Deney ve kontrol gruplan birkez
1000 ul PBS tamponuyla yikandi ve ardindan 5 d 2500 g’de sanrifiij edildi. Daha donra
deney ve kontrol gruplari 500 pl krebs ringerle muamele edilerek 1 saat 37 °C de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra tiim gruplar 5 d 2500 g’de santrifiij edildi.
Siipernatant kismindan 200’er ul temiz tiiplere alindi. Uzerlerine 1750 ul Tris ETDA
tamponu (pH 8.2) ve 50 ul DTNB ilave edildi.

Kor olarak 1800 pl Tris EDTA tamponu ve DTNB’siz 200 pl kontrol
supernatantt kullanildi. Renk degisimiyle beraber 410 nm’de Olciilen absorbans

degerleri —SH konsantrasyonlarinin hesaplanmasi i¢in kullanildi.

DENEY 3: Eritrositlere L-Sistein Girisine Azaserinin EtKisi

PBS-glukoz tamponuyla hazirlanan eritrosit stokundan 250’er pl alinarak
ependorflara aktarildi. ilk gruba yalmz krebs ringer tamponu, ikinci gruba 2,5 mM
sistein iceren krebs ringer tamponu ve 3, 4, 5, 6 mc1 deney gruplarina 2,5 mM sistein ve
0,25 mM, 05 mM, 1 mM, 2 mM azaserin iceren krebs ringer tamponundan ependorflara
alinarak yavasca karistirildi. Bu iglemin ardindan 1 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda 2500 g’ de 5 d santrifiij edilerek iiste kalan siipernatant kismi
uzaklastirildi. Deney ve kontrol gruplari 1000 pl PBS-glukoz tamponuyla birkez
yikandi. Yikanan eritrositler 250 pl % 10’luk TCA ile muamele edildi. TCA ile
parcalanan eritrositler 10000 g’ de 5 d santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda olusan siipernatantan 100 pl alimip iizerine 1850 pl Tris-
EDTA tamponu (pH 8.9) ve 50 ul DTNB eklenildi. Ornekler kisa bir siire renk degisimi
icin birakildi renk degisiminden sonra 410 nm’de 6l¢iilen absorbans degerleri serbes —

SH konsantrasyonlarinin hesaplanmasi icin kullanildi.
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DENEY 4: Eritrositlerden L-Sistein Cikisina Azaserinin Etkisi

Eritrositler ii¢ hacim PBS-glukoz tamponuyla yikanarak hazirlandi. Eritrosit
stokundan her deney grubu i¢in 250 pl ependorflara eklenerek; kontrol grubuna sadece
krebs ringer, diger gruplara 2,5 mM sistein iceren krebs ringer tamponundan 500’er ul
eklenerek yavasca Karistirildi. Bu islemlerden sonra bir saat 37 °C inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda eritrositler santrifiij edildi ve iistte kalan siipernatant
kisimlar uzaklastirildi. Eritrositler bir defa PBS tamponuyla (pH 7.4) yikandi. Daha
sonra kontrol gruplarina sadece krebs ringer deney gruplarina 0,25 mM 0,5 mM, 1mM
ve 2 mM azaserin igeren krebs ringer ¢ozeltilerinden 500’er pl eklenerek yavasca
karistirlda. Eritrositler 1 saat 37 °C inkiibasyona birakildi. Islem sonunda eritrositler 5 d
2500 g’ de santrifiij edildi ve iiste kalan siipernatantan 200’er pl alinarak temiz tiiplere
aktarildi. Uzerlerine Tris EDTA (pH 8.2) tamponundan 1750 ul ve 50 ul DTNB ilave
edildi. Kor olarak kontrol grubundan 200 pl siipernatant ve 1800 pl Tris EDTA
tamponu (pH 8.2) kullanmildi. Renk degisiminden sonra 410 nm’de ol¢iilen absorbans

degerleri serbes—SH konsantrasyonlarinin hesaplanmasi i¢in kullanildi.

DENEY 5: Azaseinin L-Sistein Transportu iizerine Geri Doniisiimlii Etkisi

PBS-glukoz tamponuyla yikanarak hazirlanan eritrosit stokundan 250 pl
alinarak ependorflara ilave edildi. Ug gruptan olusan deneyde birinci ve ikinci gruplara
sadece krebs ringer, ii¢iincii gruba 2 mM azaserin igeren krebs ringer tamponundan 500
ul ilave edilerek karistirildi. Bu islem sonunda deney ve kontrol gruplar 5 saat 37 °C de
inkiibasyona tabi tutuldu. Inkiibasyon sonunda 2500 g’ de 5 d santrifiij edilerek
siipernatant uzaklastirildi. Deney ve kontrol gruplart 1000 ul PBS tamponuyla (pH 7.4)
iki defa yikandi. Yikanan eritrositler iizerine ilk gruba yalnizca krebs ringer ikinci ve
ictincii gruplara 2,5 mM L-sisitein igeren krebs ringer tamponu (pH 7.4) ilave edilerek
1 saat 37 °C inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra deney ve kontrol gruplar1 1000
ul PBS tamponuyla bir defa yikanarak siipernatant uzaklastirildi. Yikanan eritrositler %

10’luk TCA ile muamele edilerek parcalandi. Bundan sonra 10.000 g’ de 5 d santrifiij
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edildi. Siipernatant kismindan 100 pl aliarak temiz tiiplere aktarildi. Uzerine 1850 ul
Tris EDTA tamponu ve 50 ul DTNB ilave edildi. Karisimda renk degisimi saglandiktan
sonra 410 nm de Olciilen absorbans degerleri serbest —SH konsantrasyonlarinin

hesaplanilmasinda kullanildi.

DENEY 6: Glutaminin L-Sistein Girisi Uzerine Etkisi

Uc hacim PBS-glukoz ile yikanmus eritrosit stokundan 250’er ul almarak
ependorflara ilave edildi. Uzerlerine 1. gruba krebs ringer tamponu 2.gruba 2,5 mM
sistein ve 3.gruba 2,5 mM sistein ve 2 mM glutamin igeren krebs ringer tamponundan
500’er pl ilave edilerek karistirildi. Bu islemler sonunda 1 saat 37 °C inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda 5 d 2500 g’ de santrifiij edilerek siipernatant
uzaklastirildi. Eritrositler bir defa 1000 pl PBS-glukoz ile yikandi. Yikanan eritrositler
250 pl % 10’luk TCA ile muamele edildi.. TCA ile eritrositler par¢alandiktan sonra
10.000 g’ de 5 d santrifiij edildi. Santrifiijlemeden sonra siipernatantan 100 ul alinarak
icerisinde 1850 ul Tris-EDTA tamponu (pH 8.9) ve 50 ul DTNB iceren temiz tiiplere
aktarildi. Renk degisiminden sonra 410 nm de 6Slgiilen absorbans degerleri serbes-SH

konsantrasyonlarinin hesaplanmasi i¢in kullanildi.

DENEY 7:Glutaminin L-sistein Cikis1 Uzerine Etkisi

Uc hacim PBS-glukoz tamponuyla yikanan eritrosit stokundan 250 ul almarak
ependorflara aktarildi. Kontrol grubuna sadece krebs renger tamponu (pH 7,4) ve deney
gruplarma 2,5 mM sitein igceren krebs ringer tamponundan 500 pl ilave edilerek
karistirildi. Bu islemler sonunda 1 saat 37 °C inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonunda 2500 g’ de 5 d santrifiij edilerek stipernatant kismi uzaklastirildi. Eritrositler bir
defa 1000 pl PBS-glukoz tamponuyla yikandi. Bu islemin ardindan ilk ve ikinci gruba
sadece krebs ringer 3. gruba 2 mM glutamin iceren krebs ringer tamponundan 500’er pl

eklenerek hafifce karistirildi. Gruplar 1 saat 37 °C de inkiibasyona birakildi.
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Inkiibasyondan sonra 2500 g’ de 5 d santrifiij edildi. Siipernatant kismindan 200 ul
almarak 1750 ul Tris EDTA ve 50 ul DTNB iceren tiiplere ilave edildi. Kor olarak
DTNB’siz kontrol grubundan 200 pl siipernatant ve 1800 pl Tris EDTA tamponu (pH
8.2) kullanildi. Renk degisiminin ardindan absorbans degerleri 410 nm de olciilerek elde

edilen degerler serbes —SH konsantrasyonlarinin hesaplanmasi i¢in kullanildi.
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3.2.1. istatiksel Analizler

Calismamizda student-Newman-Keuls ¢oklu karsilastirma ve tek yonlii degisim
analizi kullanilmistir. Testler, istatistiksel yonteme dayali olarak yiiriitiilmiistiir. Biitiin
testlere iicer ornek uygulanmistir. Sonuglar iic ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve
standart sapmasi alinarak gosterilmistir. p <0,05 degerleri istatistiksel olarak 6nemli

kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Sistein’in eritrositlere girisi ile 1ilgili calismanin sonucu Sekil.4.1’de
gosterilmektedir. Sonuclar eritrositlerin, sisteini konsantrasyona bagli bir sekilde
aldiklarim1 ~ gostermektedir.  Eritrositlerin  inkiibe edildigi ortamdaki sistein
konsantrasyonu artikca eritrositlere sisitein girisi de artmaktadir. 1 mM, 2,5 mM ve 5
mM sistein ile inkiibe edilen eritrositlerdeki serbes —SH degerleri kontrolden
istatistiksel olarak onemli derecede yiiksek olarak Olgiilmiistiir. Ancak eritrositlerdeki
serbest —SH degerleri bir saatten sonra sabitlenmektedir. Ciinkil eritrositler ayni
konsantrasyonda sistein ile iki saat inkiibe edildikten sonra serbest —SH degerleri
Olctildiigiinde, bir ve iki saatlik sonuglar arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark
gbdzlenmemistir. Bu sonuglar eritrositlere sistein girisinin bir saatte maksimum diizeye
ulagtigim1 gostermektedir. Sonuclar eritrositlerin sistein konsantrasyonu arttiginda bu
amino asidi ortamdan aldiklarin1 gostermektedir.

Daha sonraki bir adimda eritrositlerin ortamdan aldiklar: sisteini tekrar ortama
verip vermedikleri gosterilmeye calisilmistir. Bu amag icin eritrositler, once sisteinle
muamele edildi. Daha sonra bu eritrositler sistein icermeyen krebs tampona transfer
edilerek bir saat ve iki saat inkiibe edildi ve ortamda serbest —SH degerleri olciildii.
Sekil 4.2°de gosterilen sonuclar konsantrasyona bagli olarak eritrositlerin hiicre digina
sistein transportunun arttifini ve yine bir saatte sistein’in disa transportun maksimum
diizeye ulastigim gostermektedir. Eritrositlerle yaptigimiz calismadaki sonuglarimiz,
eritrositlerin sistein konsantrasyonu arttig1 zaman bu amino asidi ortamdan aldiklarini
ve daha sonra dis ortamdaki sistein konsantrasyonu azalmasiyla sisteini tekrar hiicre dist
ortama verdiklerini gostermektedir.

Daha sonraki calismalarda azaserinin sistein girisi iizerinde bir etki meydana
getirip getirmedigini tespit etmeye calistik. Deneylerde dogrudan kanserojen etkisi
belinen azaserini kullandik. Sistein konsantrasyonu 2,5 mM da sabit tutularak,
azaserin’in 0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM ve 2 mM konsantrasyonlariyla bir saat inkiibe
edilen eritrositlerde serbes —SH degerleri Olciildii. Azaserin ile bir saat inkiibe edilen
eritrositlerde olgiilen serbes —SH degerleri istatistiksel olarak degerledirildiginde 2,5
mM sistein grubu ile 2 mM azaserin igeren deney grubu arasinda Oonemli derecede

istatistiksel farklilik oldugu tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel ¢alisma sonucu 2 mM
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azaserin iceren deney grubunda Ol¢iilen degerlerin sadece 2,5 mM sistein iceren kontrol
grubundan 6nemli derecede farkli olmasi azaserinin sistein girisi iizerinde bir etkiye
sahip oldugunu gostermektedir. Ancak boylesi bir etki 2 mM azaserin
konsantrasyonundan daha diisiik konsantrasyonlarinda gozlenmedi. Azaserinin 0,25
mM, 0,5 mM ve 1 mM grublariyla sadece 2,5 mM sistein iceren deney grubunda
Olctilen —SH degerleri kiyasalandiginda, bu konsantrasyonlarda azaserinin eritrositlere
sistein girisinde bir etki meydana getirmedigi tespit edilmistir. Sekil 4.3’deki grafik
azaserinin sistein girisi iizerine olan etkisini gostermektedir.

Sonraki adimda eritrositlerin aldiklar sisteini azaserin varliginda tekrar ortama
verip vermedikleri saptanmaya ¢alisildi. Eritrositler once sistein ile muamele edilerek
bir saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra 0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM ve 2 mM azaserin
iceren sisteinsiz krebs tampona transfer edilerek bir saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda serbest —SH degerleri olgiildii. Yapilan istatistiksel
degerlendirmede 0,25 mM azaserin igeren deney grubu ile yalnmiz 2,5 mM sistein iceren
deney grubu arasinda bir farklilik oldugu saptanmamistir. Ancak 0,5 mM, 1 mM ve 2
mM azaserin iceren deney gruplan ile sadece 2,5 mM sistein iceren deney gruplari
arasinda serbes —SH gruplarnt kiyaslandiginda azaserinin sistein cikisinda 0,5 mM
azaserin iceren deney grubundan itibaren eritrositlerin ortamdan aldiklar sisteini tekrar
ortama geri verdiklerine dair 6nemli derecede bir farklilik saptanmistir. Sekil 4.4’deki
grafik azaserinin sistein ¢ikisi tizerine olan etkisini gostermektedir.

Sekil 4.5’de azaserinin sistein girisine geri doniisiimlii etkisini gostermektedir.
Eritrositler once azaserin ile 6n muamele edildi. Deney asamasinda birinci ve ikinci
gruplar azaserin icermeyen Krebs ringer tamponuyla diger grup 2 mM azaserinle inkiibe
edildi. Daha sonra eritrositler yikanarak kontrol grubu hari¢ 2 ve 3. deney gruplar 2,5
mM sistein iceren Krebs taponuna transfer edildi. 2,5 mM sisteinle inkiibe edilen
eritrositlerde —SH degerleri 0Olciildii. Sadece sistein ile muamele edilen eritrositler ile
sadece azaserin ve sistein ile muamele edilen deney gruplar1 arasinda yapilan
degerlendirme sonucunda sistein girigini azaserinin geri doniisiimsiiz olarak etkiledigine
dair bir farklihik gozlenmedi. Yapilan degerlendirmeler sonucunda azaserin ve sistein
deney gruplan sadece Krebs ringerde inkiibe edilen kontrol grubundan farkli olsa da bu

iki gurup arasinda da eritrositlerin ortamdan sisteini almalarinda 6nemli derecede bir
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farklilik oldugu tespit edilemedi. Sekil 4.5 ‘deki grafik azaserinin sistein girisi iizerine
geri doniisiimlii etkisini gostermektedir.

Calismamizda azaserinin sistein giris ve ¢ikisi iizerindeki etkilerini inceledikten
sonra bir sonraki adimda glutaminin sistein giris ve ¢ikis1 iizerinde etkisinin olup
olmadigini arastirmayr amagladik. U¢ gruptan olusan deneyde kontrol grubu disinda
kalan son iki deney grubundan birine sadece 2,5 mM sistein diger gruba 2,5 mM sistein
ve 2 mM glutamin i¢eren krebs ringerdan ilave edilerek bir saat 37 °C inkiibasyona tabi
tutuldu. Inkiibasyon isleminden sonra eritrositlerde serbest — SH degerleri olgiildii.
Glutamin grubu ve ve glutamin igermeyen sistein grubu arasinda herhangi bir fark tespit
edilemedi. Bazi arastirmacilar tarafindan azaserin, bir glutamin analogu olarak
belirtilmesine ragmen glutamin sistein girisi iizerinde azaserin gibi bir etkye neden
oldugu tespit edilemedi. Sekil 4.6’daki sonuclar eritrositlere sistein girisi iizerine
glutaminin etkisini gostermektedir.

Eritrositlere sistein girisi iizerine glutaminin bir etkisi gozlenmediginden sonraki
adimda deneylerde sistein cikis1 {izerine glutaminin bir etkisinin olup olmadigim
aragtirdik. Bunun i¢in deney gruplari, énce 2,5 mM sisteinle muamele edip 1 saat 37 °C
inkiibasyona birakildi. Daha sonra bir ve ikinci gruplar sadece krebs ringer tamponuna
tictincii deney grubu ise 2 mM glutamin igeren krebs ringer tamponuna transfer edilerek
bir saat 37 °C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda 6lciilen serbes —SH degerlerinde 2
mM glutamin iceren deney grubunda kontrolden 6nemli derecede farklilik oldugu
saptandi. Sekil 4.7°deki sonuclar, glutamin ile muamele edilen eritrositlerde glutaminin
sistein cikig1 iizerine olan etkisini gostermektedir. Glutaminin sistein ¢ikisinda etki
gostermesi bu amino asidin membranda islev goren antiport sistem araciligiyla hiicre
icerisine alimirken aynmi zamanda sisteini de hiicre disina transfer edebilecegini

diisiindiirmektedir.
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Sekil.4. 1. Eritrositler tarafindan sistein alimi: FEritrositler farkli konsantrasyonlarda sistein varliginda bir ve iki saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra eritrositler yikandi ve eritrositlerde serbes —SH degerleri 6l¢iildii. Sonuclar iic ayr1 deneyin aritmetik
ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.

p <0,05

* Kontrol grubundan 6nemli derecede farkli deger.
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Eritrositleden sistein ¢ikist: Eritrositler farkli konsantrasyonlarda sistein ile dnce bir saat inkiibe edildi. Sonra eritrositler
yikand1 ve krebs tampona transfer edilerek bir ve iki saat siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda eritrositler santriifiij
edilerek uzaklastirildi ve siipernatant da serbes —SH diizeyleri 6l¢iildii. Sonuglar ti¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve

standart sapmasi olarak verilmistir.
p<0,05

* Kontrol grubundan 6nemli derecede farkli deger
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Sekil 4. 3. Sistein girisine azaserinin etkisi: Eritrositler 2,5 mM sistein ve farkli konsantrasyonlarda azaserin ile bir saat inkiibe edild.i.
Eritrositler inkiibasyon sonunuda yikand1 ve sonra eritrositlerde serbest —SH diizeyleri ol¢iildii. Sonuglar ii¢ ayr1 deneyin
aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.

p< 0,05

* 2,5 mM sistein grubundan 6nemli derecede farkli deger
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Sekil 4. 4. Sistein ¢ikisina azaserinin etkisi: Kontrol grubu hari¢ biitiin gruplar baslangicta 2,5 mM sistein ile bir saat inkiibe edildi.
Eritrositler inkiibasyon sonunda yikandi ve supernatant uzaklastirildi. Yikanan eritrositler belirtilen diizeylerde azaserin iceren
krebs tampona transfer edildi ve bir saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda eritrositler uzaklastirildi ve supernatant da bulunan
serbes —SH diizeyleri ol¢iildii. Sonuclar ii¢ ayr deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi olark verilmistir.

p <0,05

* Azaserin icermeyen guruptan onemli derecede farkli deger
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Sekil 4. 5. Azaserinin sistein transportu iizerine geri doniisiimlii etkisi: Azaserin grubu baslangicta 2 mM azaserinle bes saat siiresince
inkiibe edildi. Diger iki grup sadece krebs tamponla inkiibe edildi. Eritrositler inkiibasyon sonunda santrifiij edildi ve yikandi.
Yikanan eritrositler kontrol grubu disinda 2,5 mM sistein iceren krebs tampona transfer edilerek bir saat inkiibasyona birakildi.
Eritrositler inkiibasyon sonunda santrifiij edilerek yikandi ve serbes —SH diizeyleri 6l¢iildii. Sonuclar {i¢ ayr1 deneyin aritmetik
ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.

p <0,05

* Kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli deger
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Sekil.4. 6. Glutaminin sistein girisi iizerine etkisi: Eritrositler 2,5 mM sistein igeren krebs ringer i¢inde 2 mM glutamin varliginda ve
yoklugunda bir saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda eritrositler yikanarak santrifiij edildi ve serbes —SH diizeyleri ol¢iildii.
Sonuglar ii¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi olarak verildi.

p<0,05

* Kontrol grubundan 6nemli derecede farkli deger.
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Sekil.4. 7. Glutaminin eritrositlerden sistein ¢ikisi iizerine etkisi: Eritrositler kontrol grubu disinda diger iki grup 2,5 mM sistein iceren
krebs ringer icinde bir saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda eritrositler santrifiij edilerek yikand: ve eritrositler kontrol grubu ve
sistein grubu temiz tampona diger bir grup ise 2 mM glutamin igeren krebs ringer’e transfer edildi ve bir saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda eritrositler santrifiij edildi ve siipernatant da serbes —SH diizeyleri 6l¢iildii. Sonuglar ii¢ ayr
deneyin aritmetik ortalamasi ve satandart sapmasi olarak verildi.

p<0,05
* Kontrol grubundan 6nemli derecede farkli deger.

*# Glutamin icermeyen guruptan dnemli derecede farklilik.
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Tartisma Sonug ve Oneriler

Sonuglarimiz eritrositlerin hiicre dig1 alandan sisteini aldiklarin1 ve sistein
konsantrasyonu azaldigi zaman tekrar hiicre dis ortma sisteini geri verdiklerini
gostermektedir. Eritrositlerin bu davranisglar onceden tartisilmis oldugu gibi plazmada
redoks bir durumunun diizenlenmesiyle iliskili olabilir (Yildiz ve ark., 2005). Bu
calismada, eritrositlerde sistein girisi ve ¢ikisi tizerine azaserinin etkisi aragtirilmistir.

Baslangicta, azaserinin geri doniisiimsiiz enzim inhibisyonuna neden oldugu gibi
hiicre membraninda da belirli tasiyic1 proteinlerin aktivitelerinde geri doniisiimsiiz
herhangi bir degisim meydana getirip getirmediginin cevabimi aramaya calistik.
Deneysel kosullardaki sonuglarimiz, azaserinin sistein taginiminda herhangi bir geri
doniisiimsiiz inhibisyon etkisi meydana getirmedigini gostermektedir. Bu nedenle,
azaserinin sebep oldugu tiimor olusumunda membran transport mekanizmalarinda geri
doniisiimsiiz bir degisim olusturdugunu ileri stiremeyiz.

Azaserin tiimor olusumuna sebep olan toksik bir bilesiktir. Azaserinin bu etkileri
meydana getirmesi i¢in hiicreler icerisinde daha dnceden birikmis olmasi ya da ciddi bir
konsantrasyona ulagmas1 gerekir. Bu hipotezi destekleyen bir¢cok kanmit vardir.
Prokaryotlarda azaserin aromatik amino asit tasiyicilar tarafindan alinir (Ames, 1964).
Ayrica E. colide azaserinin bagka bir yapisal formu olan 6-diazo-5-oxo-L-norleucine
almimi aromatik amino asit tagiyicilar tarafindan gerceklestirir (Williams, 1982). Bu
tagiyicilardaki eksiklik ya da mutasyon hiicre ic¢i azaserin varligin1 sinirlamakta ve
boylece jenerasyon azaserinle muamele edildiginde diren¢ kazanmaktadir (Williams ve
ark., 1980). Azaserinin D ve L izomerleri kullanilarak pankreasta yapilan c¢alismalar,
azaserin varligindaki tiimor olusumunun tehdit edici oldugunu gostermistir (Zurlo ve
ark., 1981). Ancak azaserinin L-izomeri onemli derecede DNA hasar1 ve pankreasta
atipik asinar hiicre nodiillerinin (AACN) olusumuna neden olur. Bununla birlikte D-
azaserin formu ne DNA hasarina nede sican pankreasinda AACN olusumuna neden
olur.

Azaserin Ozellikle pankreasta tiimor olusumuna neden olur, c¢iinkii pankreas
hiicreleri belirli bir mekanizmaya sahip olup diger dokulara kiyasla ¢ok yiiksek azaserin

konsantrasyonunu devam ettirirler.
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Bu anlamda, pankreas hiicreleri tarafindan azaserinin hiicre igerisine
alinmasinda ve hiicrelerde toplanmasinda sisteinin bir rolii oldugunu diisiinmekteyiz.
Azaserin bir amino asit analogudur ve bu yiizden bazi amino asitlerle benzer transport
mekanizmalarini paylasir. Bu tagiyici mekanizmalar genellikle ya iki farkli amino asidin
hiicrelere birlikte tasinimin1 ya da bir amino asit hiicre icerisine alinirken bagka bir
amino asidin hiicre disina transportunun gergeklestirilmesini saglarlar. Bu tasiyici
mekanizmalar gelisme ve ¢ogalma i¢in gereksinim duyulan biitiin amino asitlerin hiicre
icinde yiiksek bir diizeyde tutulmasinda islev goriirler. Onemli bir drnek, azaserinin
hareketine bagl olarak bakteri integral membran proteini YfiK aktivitesidir (Franke ve
ark., 2003). Bu proteinin iiretimi sistein ve O-asetilserinin paralel olarak salgilanmasiyla
gerceklesir. O-asetilserin bir azaserin analogu olup, bu proteinin eksprsyonu muhtemel
olarak azaserin ve sisteinin birlikte disar1 atilmasinda azaserine kars1 direnc saglar.

Bu c¢aligmadaki sonuglarimiz azaserin ve sisteinin birlikte transportundan daha
cok ters yonde hareket ettiklerin gostermektedir. Eritrositler sistein ve azaserin ile
birlikte inkiibe edildigi zaman sistein girisinde hafif bir artis gozlenmistir. Bununla
beraber eritrositlerin trans tarafinda baslangicta azaserin varken hiicreden disar sistein
cikiginda onemli bir artis gozlenmistir. Ayrica azaserinin diisiik konsantrasyonunda da
aym sonuclar tespit edilmistir. Onceki calismalardan elde edilen kanitlar azaserin ve
sistenin ters yonde transport edildigi hipotezini destekler. Bu calismada azaserinin
analogu olan glutamin hiicre dis1 alanda sistein mevcutken hiicrelerden disar1 atildig
tespit edilmistir (Broer ve ark., 1999). Azaserin pankreas dokularinda 6zellikle timor
olusumuna neden olur. Bu etkisi enzim inhibisyonuna ve DNA hasarina dayanir.
Bununla beraber azaserinin 6zellikle neden pankreas dokularinda tiimor olusturduguna
dahil hicbir aciklama yoktur.

Bu aragtirmadan elde edilene gore; azaserinin DNA hasar1 ve enzimatik
aktiviteleri inhibe edici faaliyetlerinden baska farkli sekillerde toplanmasini ihtiva eden
dokularda tiimor olusturdugunu diisiinmekteyiz. Azaserinle muamele edildiginde timor
olusturmayan dokular azaserini, sisteinle birlikte hiicre digina transport edebilir, bakteri
YifK proteini de benzer bir aktiviteye sahiptir. Azaserinle muamele edildiginde timor
meydana getiren dokular ise boylesi bir fonksiyondan yoksun olabilirler. Dokular
azaserin/sistein degisim mekanizmalariyla hiicre igerisinde daha c¢ok azaserini

biriktirebilir ve hiicrelerde azaserini ortamdan uzaklastiran bir sistemin yoklugu
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azaserinin timoOr meydana getirmesinde etkili olabilir ya da azaserinin bu etkisini
hizlandirabilir. Bu nedenle azaserinin neden oldugu tiimor olusumunda bdylesi
mekanizmalarin fonksiyonlarinin tamimlanmasi ve tespit edilmesi icin daha fazla

arastirma yapilmasi gerekir.
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